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. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 3  V i r a l  S t o c k s  4 8  
2 . 2 . 3 . 1  I n f e c t i o n  o f  V e r o  c e l l s  f o r  H P I V 3  p r o p a g a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 3 . 2  H a r v e s t i n g  a n d  p u r i f y i n g  H P I V 3  
4 9  
2 . 2 . 3 . 3  C a l c u l a t i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  H P I V 3  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 0  
2 . 2 . 4  F l o w  c y t o m e t r y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 5 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 5  C e l l  s u r f a c e  s t a i n i n g  f o r  f l o w  c y t o m e t r y  
5 3  
2 . 2 . 6  S e p a r a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  c e l l  s u b s e t s  f r o m  P B M C s  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 5  
2 . 2 . 6 . 1  P r i n c i p l e s  o f  m a g n e t i c  m i c r o b e a d  c e l l  s e p a r a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 5  
2 . 2 . 6 . 2  S e p a r a t i o n  o f  C D 1 4 +  m o n c y t e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 6  
2 . 2 . 6 . 3  D e t e r m i n i n g  c e l l  p u r i t y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 7  
2 . 2 . 7  V i r u s  i n f e c t i o n  a n d  c u l t u r e  o f  c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 7 . 1  V i r u s  i n f e c t i o n  o f  m o n o c y t e s  a n d  d e n d r i t i c  c e l l s  
5 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 7 . 2  C u l t u r i n g  o f  t h e  h u m a n  e p i t h e l i a l  A 5 4 9  c e l l  l i n e  
5 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 7 . 3  V i r u s  i n f e c t i o n  o f  A 5 4 9  c e l l s  
5 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 8  D e t e r m i n a t i o n  o f  a p o p t o s i s  5 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 9  E n z y m e  l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( E L I S  A )  
6 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 9 . 1  P r i n c i p l e  o f  t h e  s a n d w i c h  E L I S A  
6 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 9 . 2  C a l c u l a t i n g  t h e  r e s u l t s  f i o m  a  s a n d w i c h  E L I S A  
6 2  
2 . 2 . 9 . 3  Q u a n t i f j m g  d i f f e r e n t  c y t o k i n e s  b y  E L I S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 2  
2 . 2 . 1 0  C o c u l t u r e  a s s a y s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 6 3  
2 . 2 . 1  1  3 ~ - ~ h y r n i d i n e  i c o r p o r a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 4  
2 . 2 . 1 2  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 5  
2 . 3  R E S U L T S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 6  
. . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 1  I s o l a t i o n  o f  p u r e  C D 1 4 +  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  f r o m  P B M C s  
6 6  
2 . 3 . 2  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  d i f f e r e n t  c e l l  s u b s e t s  f o l l o w i n g  v i r a l  i n f e c t i o n  . . . . . .  6 6  
2 . 3 . 3  C y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l  p o p u l a t i o n s  . . . . . . . . . .  7 1  
2 . 3 . 4  V i r u s  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  i n f e c t e d  c e l l  s u b s e t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 2  
2 . 3 . 5  I m m u n o s t i m u l a t o r y  p r o p e r t i e s  o f  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
p o p u l a t i o n s  7 5  
2 . 3 . 6  V i r u s  i n f e c t e d  c e l l  s u b s e t s  a n d  T  c e l l  p o l a r i s a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 7  
2 . 4  D I S C U S S I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 1  
C H A P T E R  3 :  I N N A T E  A N D  T  C E L L  R E S P O N S E S  T O  H P I V 3  
I N F E C T I O N S  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 1  I N T R O D U C T I O N . .  8 5  
3 . 2  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 8 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 2 . 1  C e l l  i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  
- 8 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 2 . 2  V i r u s  s t o c k s  a n d  i n f e c t i o n s  
8 9  
3 . 2 . 3  F l o w  c y t o m e t r y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 8 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 2 . 4  E L I S A  8 9  
3 . 2 . 5  R N A  i s o l a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 0  
3 . 2 . 6  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  R N A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 0  
3 . 2 . 7  R e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  o f  R N A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 1  
3 . 2 . 8  P o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R ) .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . . .  9 2  
3 . 2 . 9  3 ~ - ~ h y m i d i n e  p r o l i f e r a t i o n / C o c u l t u r e  a s s a y s . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . . 9 4  
3 . 2 . 1 0  T r a n s w e l l  c u l t u r e s . .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . . 9 5  
3 . 2 . 1 1  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . . 9 5  
3 . 3  R E S U L T S  . . . . . . .  .  . . .  . .  .  . .  .  . .  .  . .  .  . . .  . .  .  . .  .  . .  . . .  .  . . . . .  . . . .  . . .  . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . .  9 6  
3 . 3 . 1  H P I V 3  i n f e c t i o n  i n d u c e s  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  h u m a n  C D 1 4 +  
m o n o c y t e s  i n t o  h i g h l y  a c t i v a t e d  d e n d r i t i c  c e l l s . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . . . . . . . . . . . . l . .  .  . 9 6  
3 . 3 . 2  H i g h  l e v e l s  o f  I F N a  a n d  I L - 1 0  a r e  p r o d u c e d  f r o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  m o n o c y t e s . .  .  .  .  . .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . . .  9 7  
3 . 3 . 3  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  f a i l e d  t o  i n d u c e  p r o l i f e r a t i o n  o f  
a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e s  b u t  n o t  a l l o g e n e i c  p u r i f i e d  C D 3 +  T  
c e l l s . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  - 9 9  
3 . 3 . 4  I n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  
c o c u l t u r e s  i s  I L - 2  d e p e n d e n t .  . . .  .  . .  .  . . . . .  .  . .  .  . .  . . . . . .  .  . .  .  . .  .  . .  .  . .  .  . .  .  . .  .  . .  .  . .  .  . I 0 1  
3 . 3 . 5  I n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  n o t  d u e  t o  a p o p t o s i s  o f  
l y m p h o c y t e s  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  . . .  .  . .  .  . .  . . .  .  . .  .  . .  .  . .  .  . . .  1 0 3  
3 . 3 . 6  A  t h i r d  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  t h a t  a r e  a u t o l o g o u s  w i t h  t h e  C D 3 +  T  
c e l l  p o p u l a t i o n s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  T  c e l l  i n h i b i t i o n  f r o m  
H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  . .  .  .  .  .  . . l o 5  
3 . 3 . 7  D i f f e r e n t i a l  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  
s t i m u l a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t e d  A P C s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 3 -  
C D 1 4 -  p o p u l a t i o n s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  T  c e l l  
i n h i b i t i o n . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  - 1 0 7  
3 . 3 . 8  A u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  m e d i a t e  C D 3 +  T  c e l l  i n h i b i t i o n  o f  
H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  t h r o u g h  c o n t a c t  d e p e n d e n t  
m e c h a n i s m s . .  .  .  .  .  .  .  . .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  . .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . I 0 8  
3 . 4  D I S C U S S I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 0  
C H A P T E R  4 :  N K  C E L L  R E G U L A T I O N  O F  T  C E L L  R E S P O N S E S  
D U R I N G  H P I V 3  I N F E C T I O N S  
4 . 1  I N T R O D U C T I O N . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  , 1 1 4  
4 . 2  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . .  1 1 7  
4 . 2 . 1  C e l l  i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n . .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . . .  1  1 8  
v i i  
4 . 2 . 2  V i r u s  s t o c k s  a n d  i n f e c t i o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 3  F l o w  c y t o m e t r y  1 1 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 3 . 1  C e l l  s u r f a c e  s t a i n i n g  1 1 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 3 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  
1 1 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 4  C o c u l t u r e  a s s a y s  - 1 2 0  
4 . 2 . 5  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 1 2 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  c e l l  l y s a t e s  
1 2 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 2  P r o t e i n  q u a n t i f i c a t i o n  1 2 3
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 3  S D S - P A G E  1 2 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 5 . 4  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  1 2 4  
2 5 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 6  P h o s p h o - R e t i n o b l a s t o m a  ( p ~ e r 2 4 9 / p ~ h r  )  E L I S A  1 2 6  
3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 7  H - T h y m i d i n e  p r o l i f e r a t i o n  1 2 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 2 . 8  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  1 2 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 3  R E S U L T S  - 1 2 8  
4 . 3 . 1  C D 1 9 +  B  c e l l s  a n d  C D 5 6 +  N K  c e l l s  a r e  t h e  m o s t  a b u n d a n t  c e l l  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
t y p e s  f o u n d  i n  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  
1 2 8  
4 . 3 . 2  A u t o l o g o u s  C D 1 9 +  B  c e l l s  f r o m  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  
a r e  n o t  r e s p o n s i b l e  f o r  T  c e l l  i n h i b i t i o n  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  
M L R  c o c u l t u r e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 0  
4 . 3 . 3  D i r e c t  i n f e c t i o n  o f  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w i t h  H P I V 3  u p r e g u l a t e s  
t h e  N K  c e l l  m a r k e r  C D 5 6  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 1  
4 . 3 . 4  A u t o l o g o u s  C D 5 6 +  N K  c e l l s  c a n  i n h i b i t  p r o l i f e r a t i o n  o f  
p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 3  
4 . 3 . 5  L y m p h o c y t e s  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  a r e  
a r r e s t e d  i n  t h e  G O / G l  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  w h i l e  p r o g r e s s i o n  
i s  r e s t o r e d  b y  d e p l e t i o n  o f  C D 5 6 +  N K  p o p u l a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 4  
4 . 3 . 6  N K  c e l l s  p a r t i a l l y  p r e v e n t  p 2 7  d e g r a d a t i o n  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  
M L R  c o c u l t u r e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 1 3 6  
4 . 3 . 7  N K  c e l l s  e x h i b i t  a n  o v e r a l l  a n t i  p r o l i f e r a t i v e  e f f e c t  o n  T  c e l l s  
f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 1 3 8  
4 . 4  D I S C U S S I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 0  
v i i i  
C H A P T E R  5 :  I M M U N E  R E S P O N S E S  T O  A  N O V E L  
R E P L I C A T I O N  D E F I C I E N T  H P I V 3  V A C C I N E  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 1  I N T R O D U C T I O N  1 4 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 2  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  1 4 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 2 . 1  I n  v i v o  a n i m a l  s t u d i e s  
1 4 6  
.  .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 2 . 1 . 1  I m m u m s a t i o n s  1 4 6  
5 . 2 . 1 . 1 . 1  E x p e r i m e n t  1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 6  
5 . 2 . 1 . 1 . 2  E x p e r i m e n t  2  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 8  
5 . 2 . 1 . 1 . 3  E x p e r i m e n t  3  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 9  
5 . 2 . 1 . 1 . 4  E x p e r i m e n t  4  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 2 . 2  A n t i b o d y  E L I S A  1 5 1  
5 . 2 . 2 . 1  I g G  E L I S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 2  
5 . 2 . 2 . 2  C a l c u l a t i n g  r e s u l t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 2 . 3  E L I S A  1 5 3  
5 . 2 . 4  H u m a n  e x  v i v o  i n f e c t i o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 3  
5 . 2 . 5  H u m a n  c o c u l t u r e  a s s a y s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 4  
3  
5 . 2 . 6  H - T h y m i d i n e  P r o l i f e r a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 1 5 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 3  R E S U L T S  1 5 5  
5 . 3 . 1  I n  v i v a  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  S e V  w i l d  t y p e  a n d  S e V  e x p r e s s i n g  
c h i m e r i c  H P N 3  F  a n d  H N  g e n e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 5  
5 . 3 . 2  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  w i l d  t y p e  S e V  a n d  a  r e p l i c a t i o n  
d e f i c i e n t  S e V  v e c t o r  
( S  e V V )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 0  
5 . 3 . 3  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  f i n a l  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
v a c c i n e  1 6 1  
5 . 3 . 4  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  
v a c c i n e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 1 6 4  
5 . 3 . 5  A d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n d u c e d  b y  v i r o s o m e  i n f e c t e d  
h u m a n  e x  v i v o  m o n o c y t e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 6  
5 . 3 . 6  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i n d u c e d  b y  h u m a n  e x  v i v o  m o n o c y t e s  
i n f e c t e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  v a c c i n e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 7  
5 . 4  D I S C U S S I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 9  
C H A P T E R  6  
6 . 1  F I N A L  D I S C U S S I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 1 7 2  
A P P E N D I C E S  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A p p e n d i x  1 :  A n a l y s i s  o f  c e l l  p u r i t y  b y  f l o w  c y t o m e t r y  
1 8 0  
A p p e n d i x  2 :  T  c e l l  s e c r e t i o n  f r o m  A 5 4 9  D C J M L R  c o c u l t u r e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 3  
A p p e n d i x  3 :  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 -  C D 1 4 -  
c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 3  
A p p e n d i x  4 :  T G F P  s e c r e t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 4  
A p p e n d i x  5 :  E x p r e s s i o n  o f  p 2 1  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  a n d  N K  
d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 5  
A p p e n d i x  6 :  I L - 5  s e c r e t i o n  f r o m  a n t i g e n  r e s t i m u l a t e d  s p l e n o c y t e s  o f  
i m m u n i s e d  m i c e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 6  
A p p e n d i x  7 :  A d d i t i o n a l  s t a t i s t i c s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 1 9 1  
A p p e n d i x  8 :  R a w  d a t a  f r o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 9 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
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M O D U L A T I O N  O F  I M M U N E  R E S P O N S E S  B Y  H U M A N  
P A R A I N F L U E N Z A  V I R U S  
C a r i o s a  N o o n e  
A B S T R A C T  
H u m a n  P a r a i n f l u e n z a  v i r u s  t y p e  3  ( H P I V 3 )  i s  a  k e y  r e s p i r a t o r y  p a t h o g e n  r e s p o n s i b l e  
f o r  b r o n c h i o l i t i s ,  p n e u m o n i a  a n d  c r o u p .  T h e  p e r s i s t e n t  n a t u r e  o f  t h i s  v i r u s  a n d  i t s  
a b i l i t y  t o  r e i n f e c t  w i t h i n  a  s h o r t  s p a c e  o f  t i m e  h a s  l e d  t o  s u c c e s s i v e  f a i l u r e s  i n  t h e  
d e s i g n  o f  a  v a c c i n e  a g a i n s t  t h i s  v i r u s .  T o  u n d e r s t a n d  t h e  l a c k  o f  p r o t e c t i v e  i m m u n i t y  
o b s e r v e d  a f t e r  H P I V 3  i n f e c t i o n s ,  a  c o m p r e h e n s i v e  s t u d y  i n v e s t i g a t i n g  i m m u n e  
r e s p o n s e s  t o  t h i s  r e s p i r a t o r y  p a t h o g e n  w a s  u n d e r t a k e n .  A  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  o f  
v i r a l  i n f e c t i o n  w a s  d e v e l o p e d .  P r i m i n g  b y  H P I V 3  w a s  c o m p a r e d  t o  i m m u n e  r e s p o n s e s  
i n d u c e d  b y  i n f l u e n z a  A  v i r u s ,  w h i c h  u n l i k e  H P I V 3  p r i m e s  i m m u n i t y  t o  r e i n f e c t i o n  
w i t h  t h e  s a m e  s t r a i n .  H P I V 3  i n f e c t i o n  g e n e r a t e d  p o t e n t  a n d  m a t u r e  d e n d r i t i c  c e l l s  
( D C s ) .  H o w e v e r ,  u n l i k e  i n f l u e n z a  A  g e n e r a t e d  D C s ,  a l l o g e n e i c  h u m a n  m i x e d  
l e u k o c y t e s  ( M L R )  f a i l e d  t o  p r o l i f e r a t e  t o  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s .  C o n v e r s e l y  p u r 3 e d  
C D 3 + T  c e l l s  w e r e  c a p a b l e  o f  e x p a n d i n g  t o  t h e s e  D C s .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  r e v e a l e d  
t h a t  a u t o l o g o u s  C D 1 4 - C D 3 -  c e l l s  i n  t h e  M L R  w e r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  c o n t r o l  o f  T  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  I n h i b i t i o n  w a s  c o n t a c t  d e p e n d e n t  a n d  r e l i a n t  o n  t h e  a b s e n c e  o f  I L -  
2 .  F o l l o w  o n  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  c o n t r o l  w a s  d u e  t o  C D 5 6 +  
n a t u r a l  k i l l e r  ( N K )  c e l l s .  O f  i n t e r e s t ,  t h e  r e g u l a t i o n  w a s  n o t  e x e r t e d  b y  N K  
c y t o t o x i c i t y  b u t  b y  p a r t i a l  a r r e s t  o f  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  v i a  r e g u l a t i o n  o f  p 2 7  c y c l i n  
d e p e n d e n t  k i n a s e  ( c d k )  i n h i b i t o r .  M o r e o v e r ,  t h e r e  w a s  a n  o v e r a l l  c o n t r o l  o f  T  c e l l  
e x p a n s i o n  b y  N K  c e l l s .  T h e  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  w a s  t h e n  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  
i m m u n o g e n i c i t y  o f  a  n o v e l  H P I V 3  v a c c i n e .  P a r a l l e l  s t u d i e s  i n v o l v i n g  m u r i n e  i m m u n e  
m o d e l s  w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  S t u d i e s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  v a c c i n e  d i d  n o t  e l i c i t  t h e  
s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  w h o l e  v i r u s  i n f e c t i o n s .  I n  c o n c l u s i o n ,  
t h e s e  s t u d i e s  i d e n t i f i e d  a  n o v e l  m e c h a n i s m  o f  i m m u n e  r e g u l a t i o n  b y  N K  c e l l s  i n  
H P I V 3  i n f e c t i o n s  a n d  d e m o n s t r a t e d  t h e  p o t e n t i a l  o f  a  n o v e l  v a c c i n e  a g a i n s t  H P I V 3 .  
x i v  
For my mum, 
my guidance, 
G E N E R A L  I N T R O D U C T I O N  
1 . 1  R E S P I R A T O R Y  V I R A L  I N F E C T I O N S  
V i r u s e s  a r e  o b l i g a t e  p a r a s i t e s  t h a t  c a n  i n f e c t  a l l  l i v i n g  o r g a n i s m s .  C o m p o s e d  o f  e i t h e r  
D N A  o r  R N A ,  t h e s e  s u b c e l l u l a r  o r g a n i s m s  h a v e  n o  m e t a b o l i c  a c t i v i t y  o u t s i d e  t h e  h o s t  
c e l l  a n d  s o  a r e  t o t a l l y  d e p e n d e n t  o n  t h e s e  c e l l s  f o r  l i f e  ( H a r p e r  1 9 9 8 ) .  R e s p i r a t o r y  
v i r a l  i n f e c t i o n s  ( R V I s )  a r e  a  l e a d i n g  c a u s e  o f  m o r b i d i t y ,  h o s p i t a l i z a t i o n  a n d  m o r t a l i t y ,  
t h r o u g h o u t  t h e  w o r l d  ( A b e d  a n d  B o i v i n  2 0 0 6 ,  A r m s t r o n g  e t  a1 1 9 9 9 ) .  C l i n i c a l  
m a n i f e s t a t i o n s  r a n g e  f i o m  a c u t e  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i n f e c t i o n s  t o  m o r e  s e r i o u s  
l o w e r  r e s p i r a t o r y  i n f e c t i o n s ,  s u c h  a s  p n e u m o n i a  ( A b e d  a n d  B o i v i n  2 0 0 6 ) .  A s  R V I s  a r e  
a i r b o r n e  d i s e a s e s ,  t h e y  c a n  s p r e a d  r a p i d l y  f i o m  o n e  i n d i v i d u a l  t o  t h e  n e x t  a n d  s o  m u s t  
b e  m o n i t o r e d  c l o s e l y .  T h i s  i s  e s p e c i a l l y  t r u e  f o r  i n f l u e n z a  v i r u s ,  a s  i t  h a s  t h e  p o t e n t i a l  
t o  c h a n g e  r a p i d l y ,  p r o d u c i n g  a  v i r u l e n t  s t r a i n ,  w h i c h  c o u l d  r e s u l t  i n  a  p a n d e m i c  ( F a u c i  
2 0 0 6 ) .  F u r t h e r m o r e ,  r e c u r r e n t  i n f e c t i o n s  a r e  q u i t e  c o m m o n  a m o n g s t  c e r t a i n  
r e s p i r a t o r y  v i r u s e s ,  s u c h  a s  r e s p i r a t o r y  s y n c y t i a l  v i r u s  ( R S V )  a n d  p a r a i n f l u e n z a  
v i r u s e s  ( P I V )  ( H a l l  2 0 0 1 )  a n d  e v i d e n c e  f o r  v i r a l  p e r s i s t e n c e  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  
( G o s w a m i  e t  a1 1  9 8 4 ) .  V i r a l  p e r s i s t e n c e  i s  a  c o n s e q u e n c e  o f  v i r a l  i m m u n e  m o d u l a t i o n  
o r  e v a s i o n  o f  t h e  h o s t s  i m m u n e  s y s t e m ,  e n a b l i n g  t h e  v i r u s  t o  r e s i d e  i n  a  l a t e n t  s t a t e ,  i n  
t h e  c e l l s  t h a t  t h e y  i n f e c t .  I m m u n e  m o d u l a t i o n  b y  v i r u s e s  c a n  a l s o  i n t e r f e r e  w i t h  
e s s e n t i a l  i m m u n e  r e s p o n s e s ,  s u c h  a s  t h e  a n t i v i r a l  i n t e r f e r o n  r e s p o n s e  a n d  c r i t i c a l  
i m m u n e  c e l l s ,  s u c h  a s  d e n d r i t i c  c e l l s ,  w h i c h  p l a y  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  a d a p t i v e  i m m u n i t y  
( A n d r e j e v a  e t  a1 2 0 0 4 ,  H e n g e l  e t  a1 2 0 0 5 ,  F e r n a n d e z - S e s m a  e t  a1 2 0 0 6 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  
t h e i r  c l i n i c a l  a t t r i b u t e s ,  R V I s  c a n  h a v e  h u g e  s o c i o - e c o n o m i c  c o n s e q u e n c e s ;  
a c c o u n t i n g  f o r  2 0  m i l l i o n  a b s e n c e s  f i o m  w o r k ,  y e a r l y ,  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  ( U S )  
( B r o o k s  e t  a1 2 0 0 4 )  a n d  c o s t i n g  t h e  U S  e c o n o m y ,  a p p r o x i m a t e l y  4 0  b i l h o n  d o l l a r s  
a n n u a l l y ,  f o r  n o n - i n f l u e n z a  r e l a t e d  R V I s  a l o n e  ( F e n d e r i c k  e t  a1 2 0 0 3 ) .  T h u s ,  
p r e v e n t i o n  a n d  c o n t r o l  o f  t h e s e  R V I s  i s  a  m a j o r  g o a l  f o r  r e s e a r c h e r s .  S o m e  e f f o r t s  
h a v e  b e e n  m a d e  t o  t r y  a n d  c o m b a t  t h e s e  v i r u s e s ,  t h r o u g h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
v a c c i n e s ,  s u c h  a s  t h e  t r i v a l e n t  i n a c t i v a t e d  v a c c i n e  f o r  i n f l u e n z a  a n d  a n t i v i r a l  a g e n t s ,  
s u c h  a s  n e u r a m i n i d a s e  i n h i b i t o r s ,  a d a m a n t a n e s  ( a n t i v i r a l  d r u g s )  a n d  k s i o n  i n h i b i t o r s  
( A b e d  a n d  B o i v i n  2 0 0 6 ) .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h e s e  a n t i v i r a l s  m a y  i n h i b i t  c e r t a i n  
a s p e c t s  o f  v i r a l  r e p l i c a t i o n ,  t h e y  a r e  o n l y  a  ' q u i c k  f u r '  t o  t h e  p r o b l e m ,  a s  t h e y  d o  n o t  
p r e v e n t  r e i n f e c t i o n  b y  t h e  v i r u s .  T h u s ,  v a c c i n e s  a r e  s t i l l  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t  
f o r  v i r a l  i n f e c t i o n s ,  a s  t h e y  c a n  i n d u c e  l i f e l o n g  i m m u n i t y  t o  a  p a r t i c u l a r  v i r u s  s t r a i n .  
A l s o ,  a l t h o u g h  t h e r e  i s  a  t r i v a l e n t  v a c c i n e  a v a i l a b l e  f o r  i n f l u e n z a ,  i t  n e e d s  t o  b e  
c h a n g e d  a n n u a l l y ,  t o  a c c o m m o d a t e  t h e  e v e r  g r o w i n g  n e w  v i r a l  s t r a i n s ,  t h a t  e m e r g e  
f i o m  t h i s  m u t a t i n g  v i r u s  ( D o h e r t y  e t  a 1  2 0 0 6 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  i n  t h e  e v e n t  o f  a  
p a n d e m i c  m i l l i o n s  w o u l d  d i e ,  d u e  t o  t h e  t i m e  c o n s t r a i n t s  a s s o c i a t e d  w i t h  s e q u e n c i n g  
t h e  n e w  v i r u s  a n d  d e v e l o p i n g  a  n e w  v a c c i n e .  T h e r e f o r e ,  o t h e r  a v e n u e s  s h o u l d  b e  
e x p l o r e d  f o r  d e v e l o p i n g  i n f l u e n z a  v a c c i n e s .  A l s o ,  m a n y  o t h e r  r e s p i r a t o r y  v i r u s e s ,  
s u c h  a s  R S V ,  c o r o n a v i r u s e s  a n d  P I V  h a v e  a s  y e t ,  n o  l i c e n s e d  v a c c i n e s  ( A b e d  a n d  
B o i v i n  2 0 0 6 ) ,  e m p h a s i s i n g  t h e  c o m p l e x  n a t u r e  o f  t h e  v i r u s 1  h o s t  r e l a t i o n s h i p  a n d  t h e  
o b s t a c l e s  i t  m u s t  i m p o s e  o n  v a c c i n e  d e v e l o p m e n t .  T h u s ,  u n d e r s t a n d i n g  t h e  i m m u n e  
r e s p o n s e s  t o  t h e s e  r e s p i r a t o r y  v i r u s e s  i s  c r i t i c a l  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  n e w  a n d  m o r e  
e f f i c i e n t  v a c c i n e s .  
1 . 1 . 1  P a r a i n f l u e n z a  V i r u s e s  
H u m a n  p a r a i n f l u e n z a  v i r u s e s  ( H P I V )  a r e  a  m a j o r  c a u s e  o f  r e s p i r a t o r y  i l l n e s s  i n  a d u l t s ,  
n e o n a t e s  a n d  i n f a n t s .  T h e y  b e l o n g  t o  t h e p a r a m y x o v i r i d a e  f a m i l y  a n d  c o n t a i n  f o u r  
d i f f e r e n t  s e r o t y p e s :  H P I V 1 ,  2 ,  3  a n d  4 .  H P I V 1 - 3  a r e  m a j o r  c a u s e s  o f  l o w e r  r e s p i r a t o r y  
i n f e c t i o n s  i n  i n f a n t s ,  w h i c h  a r e  c o m m o n l y  c h a r a c t e r i s e d  b y  I l l n e s s  s u c h  a s  c r o u p ,  
p n e u m o n i a  a n d  b r o n c h i o l i t i s  ( D e n n y  a n d  C l y d e  1 9 8 6 ) .  H P I V - 4 ,  i n d u c e s  s i m i l a r  
c l i n i c a l  s y m p t o m s  t o  H P I V 1 - 3 ,  h o w e v e r ,  s y m p t o m s  a r e  u s u a l l y  l e s s  s e v e r e  
( H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ,  C h a n o c k  2 0 0 1 ) .  
1 . 1 . 1 . 1  S t r u c t u r a l  o r g a n i s a t i o n  
H P I V  a r e  n o n s e g m e n t e d ,  n e g a t i v e ,  s i n g l e - s t r a n d e d  R N A  v i r u s e s .  T h e y  e n c o d e  a t  l e a s t  
s i x  c o m m o n  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  ( 3 ' - N - P - C - M - F - H N - L - 5 ' ) ,  c r i t i c a l  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n .  
I n t e g r a l  t o  i m m u n i t y  a n d  p a t h o g e n e s i s  a r e  t h e  l a r g e  e n v e l o p e  g l y c o p r o t e i n s ,  w h i c h  
c o n s i s t  o f  a  f u s i o n  ( F )  p r o t e i n  a n d  t h e  h e m a g g l u t i n i n - n e u r a m i n i d a s e  ( H N )  p r o t e i n  
( f i g u r e  1 . 1 ) .  T h e i r  m a i n  f k n c t i o n  i s  i n  a t t a c h m e n t  a n d  f k s i o n  o f  h o s t  c e l l s .  T h e  m a t r i x  
( M )  p r o t e i n  i s  t h o u g h t  t o  b e  i n v o l v e d  i n  m e d i a t i n g  a t t a c h m e n t  o f  c o m p l e t e d  
n u c l e o c a p s i d s  t o  t h e  e n v e l o p e .  T h e  l a r g e  ( L )  p o l y m e r a s e  p r o t e i n ,  p h o s p h o p r o t e i n  ( P )  
a n d  n u c l e o c a p s i d  p r o t e i n  ( N P ) ,  a r e  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  v i r a l  R N A  ( v R N A )  a n d  
a r e  i n v o l v e d  i n  v i r a l  r e p l i c a t i o n .  A l s o ,  t h e  P  g e n e  o f  s o m e  p a r a m y x o v i r u s e s  c a n  
p r o d u c e  s m a l l  n o n - s t r u c t u r a l  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  t h e  C  a n d  V  p r o t e i n s .  T h e s e  p r o t e i n s  
a p p e a r  t o  p l a y  i n  r o l e  i n  & b i t i n g  t h e  i n t e r f e r o n  r e s p o n s e  ( A n d r e j e v a  e t  a 1  2 0 0 4 ,  
G o t o h  e t  a1 2 0 0 2 ) ,  w h i c h  i s  a n  i m p o r t a n t  i m m u n e  d e f e n c e  m e c h a n i s m  ( H e n r i c k s o n  
2 0 0 3 ,  C h a n o c k  2 0 0 1 ,  H a l l  2 0 0 1 ) .  
P  P r o t e i n  
F i g u r e  1 . 1  S t r u c t u r e  o f  h u m a n  p a r a i n f l u e n z a  v i r u s .  
( T a k e n  f r o m :  w w w . m i c r o b i o s . c o m . a r / g a l e r i a - u 2 . h t m )  
1 . 1 . 1 . 2  V i r a l  r e p l i c a t i o n  
-  
R N A  G e n o m e  
T h e  v i r u s  a t t a c h e s  t o  s i a l i c  a c i d  r e c e p t o r s  o n  t h e  h o s t  c e l l  a n d  f u s e s  w i t h  t h e  c e l l  
m e m b r a n e ,  e n a b l i n g  t h e  n u c l e o c a p s i d  e n t r y  i n t o  t h e  c y t o p l a s m  ( f i g u r e  1 . 2 ) .  O n c e  
i n s i d e  t h e  c e l l ,  t r a n s c r i p t i o n  t a k e s  p l a c e  u s i n g  t h e  p o l y m e r a s e  L  p r o t e i n  ( R N A -  
d e p e n d e n t  R N A  p o l y m e r a s e )  a n d  P  p r o t e i n .  T h e  v i r u s  u s e s  h o s t  r i b o s o m e s  t o  h e l p  
t r a n s l a t e  t h e  v i r a l  m e s s e n g e r  R N A  ( m R N A )  i n t o  v i r a l  p r o t e i n s ,  w h i c h  d i r e c t  
r e p l i c a t i o n  o f  t h e  v i r u s  g e n o m e ,  f i r s t l y  t o  a  p o s i t i v e  s e n s e  s t r a n d  a n d  t h e n  i n t o  a  
n e g a t i v e  s e n s e  s t r a n d .  T h e s e  n e g a t i v e  s e n s e  s t r a n d s  a r e  e n c a p s i d a t e d  w i t h  N P  a n d  c a n  
b e  r e l e a s e d  f r o m  t h e  c e l l  b y  b u d d i n g  ( C h a n o c k  2 0 0 1 ,  H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ,  M o s c o n a  
2 0 0 5 ) .  
H o s t  c e l l  
~ r a n s i e r  l o  m e m b r a n e  
I . .  
-  
F i g u r e  1 . 2  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  l i f e  c y c l e  o f  p a r a i n f l u e n z a  v i r u s .  
( T a k e n  f f o m  M o s c a n a  2 0 0 5 )  
1 . 1 . 1 . 3  P a t h o g e n e s i s  
H P I V  r e p l i c a t e s  i n  t h e  r e s p i r a t o r y  e p i t h e l i u m ,  r e s u l t i n g  i n  i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  a i r w a y s  
o r  b r o n c h i o l i t i s .  T h i s  i n f l a m m a t i o n  i s  a c c o m p a n i e d  b y  a  l a r g e  i n f l u x  o f  i n f l a m m a t o r y  
c e l l s .  H o w e v e r ,  t h e  d a m a g e  t o  e p i t h e l i a l  c e l l s  a p p e a r s  t o  r e s u l t  f r o m  i n f l a m m a t i o n ,  
r a t h e r  t h a n  t h e  v i r u s  i t s e l f ,  b u t  t h i s  c o n c e p t  r e m a i n s  u n c l e a r .  I n  m o s t  c a s e s ,  t h e  v i r u s  i s  
n o n - c y t o p a t h i c  a n d  c a n  l e a d  t o  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s .  T i s s u e  d a m a g e  l e a d s  t o  n e c r o s i s  
o f  c e l l s  a n d  i n c r e a s e d  m u c u s  s e c r e t i o n s ,  o b s t r u c t i n g  a i r f l o w ,  r e s u l t i n g  i n  w h e e z i n g  o r  
c o u g h i n g .  R e c o v e r y  f i - o m  i n f e c t i o n  u s u a l l y  o c c u r s  w i t h i n  a  f e w  d a y s  o f  s y m p t o m s  
( M o s c o n a  2 0 0 5 ,  H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ,  H a l l  2 0 0 1 ) .  
1 . 1 . 2  I n f l u e n z a  V i r u s  
H u m a n  v i r a l  i n f l u e n z a  i s  a  h i g h l y  c o n t a g i o u s ,  a c u t e  r e s p i r a t o r y  d i s e a s e  o f  g l o b a l  
i m p o r t a n c e  t h a t  h a s  a f f l i c t e d  h u m a n s  s i n c e  a n c i e n t  t i m e s .  I t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  y e a r l y  
e p i d e m i c s  a n d  s p o r a d i c  p a n d e m i c s ,  r e p r e s e n t i n g  a  m a j o r  c a u s e  o f  m o r b i d i t y  a n d  
m o r t a l i t y  w o r l d w i d e  ( W r i g h t  a n d  W e b s t e r  2 0 0 1 ,  C o x  a n d  S u b b a r a o  1 9 9 9 ) .  I n f l u e n z a  
v i r u s e s  b e l o n g  t o  t h e  o r t h o m y x o v i r i d a e  f a m i l y ,  w h i c h  c o n t a i n s  f o u r  g r o u p s :  i n f l u e n z a  
A ,  B  a n d  C  v i r u s e s  a n d  t h o g o t o v i r u s ;  o f  w h i c h  i n f l u e n z a  A  i s  c l i n i c a l l y  t h e  m o s t  
i m p o r t a n t ,  a s  i t  c a n  i n t r o d u c e  n e w  i n f l u e n z a  v i r u s e s  i n t o  t h e  h u m a n  p o p u l a t i o n ,  
t h r o u g h  a n t i g e n i c  d r i f t  a n d  s h i f t .  I n f l u e n z a  A  v i r u s e s  a r e  f h - t h e r  d i v i d e d  i n t o  s u b t y p e s ,  
b a s e d  o n  t h e  a n t i g e n i c  n a t u r e  o f  t h e i r  h e m a g g l u t i n i n  a n d  n e u r a m i n i d a s e  p r o t e i n s .  
I n f e c t i o n  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  f e v e r  a n d  c h i l l s ,  a c c o m p a n i e d  b y  h e a d a c h e ,  m y a l g i a s  a n d  
a  d r y  c o u g h  ( C o x  a n d  S u b b a r a o  1 9 9 9 ,  H i l l e m a n  2 0 0 2 ,  W r i g h t  a n d  W e b s t e r  2 0 0 1 ,  
L a m b  a n d  K r u g  2 0 0 1 ) .  
1 . 1 . 2 . 1  S t r u c t u r a l  o r g a n i s a t i o n  
I n f l u e n z a  A  v i r u s ,  i s  a n  e n v e l o p e d ,  n e g a t i v e  s i n g l e - s t r a n d e d  R N A  v i r u s .  I t s  g e n o m e  i s  
s e g m e n t e d ,  c o n t a i n i n g  8  R N A  s e g m e n t s  t h a t  e n c o d e  a t  l e a s t  1 0  p o l y p e p t i d e s .  T h e  
v i r a l  e n v e l o p e  c o n t a i n s  s p i k e - l i k e  p r o j e c t i o n s ,  w h i c h  a r e  t h e  m e m b r a n e  g l y c o p r o t e i n s ,  
h e m a g l u t t i n i n  ( H A )  a n d  n e u r a m i n i d a s e  ( N A )  ( f i g u r e  1 . 3 ) .  T h e  H A  a t t a c h e s  t o  t h e  h o s t  
c e l l  a n d  i n i t i a t e s  m e m b r a n e  h s i o n  w i t h  t h e  e n d o c y t i c  v e s i c l e  i n s i d e  t h e  c e l l ,  w h d e  
N A  h n c t i o n s  i n  t h e  r e l e a s e  o f  n e w  v i r a l  p r o g e n y  f i - o m  t h e  c e l l ,  b y  p r e v e n t i n g  v i r a l  
a g g r e g a t i o n .  T h e  m a t r i x  p r o t e i n  ( M I )  l i e s  u n d e r  t h e  v i r a l  e n v e l o p e  w h e r e  i t  i n t e r a c t s  
w i t h  t h e  v i r a l  g e n o m e  a n d  n u c l e a r  e x p o r t  p r o t e i n  ( N e p )  a n d  h n c t i o n s  i n  v i r a l  
a s s e m b l y .  T h e  o t h e r  m a t r i x  p r o t e i n  ( M 2 )  f o r m s  a n  i o n  c h a n n e l  b e t w e e n  t h e  v i r u s  
i n t e r i o r  a n d  t h e  s u r r o u n d i n g  m i c r o e n v i r o n m e n t ,  e n a b l i n g  M 2  t o  p r o v i d e  a  l o w  p H  f o r  
H A  s y n t h e s i s  a n d  v i r u s  u n c o a t i n g .  T h e  R N A  g e n e  s e g m e n t s  f o r m  l o o p s  a n d  a r e  
e n c a p s i d a t e d  b y  t h e  n u c l e o c a p s i d  p r o t e i n  ( N P ) ,  i n  t h e  i n n e r  c o r e  o f  t h e  v i r u s .  
A s s o c i a t e d  a t  o n e  e n d  o f  e a c h  g e n e  s e g m e n t  i s  t h e  p o l y m e r a s e  c o m p l e x ,  w h i c h  i s  
i n v o l v e d  i n  v i r a l  t r a n s c r i p t i o n  a n d  c o n s i s t s  o f  p r o t e i n s  P B 1 ,  P B 2  a n d  P A  a n d  t h i s  
p o l y m e r a s e  c o m p l e x ,  a l o n g  w i t h  t h e  R N A  s e g m e n t s  a n d  N P ,  a r e  k n o w n  a s  t h e  
r i b o n u c l e o p r o t e i n  ( R N P )  c o r e  o f  t h e  v i r u s .  I t  a l s o  c o n t a i n s  t w o  n o n - s t r u c t u r a l  
p r o t e i n s ,  N S l  a n d  N e p ,  w h i c h  f b n c t i o n  i n  i n t e r f e r o n  s u p p r e s s i o n  a n d  n u c l e a r  e x p o r t  o f  
v i r a l  R N A ,  r e s p e c t i v e l y  ( L a m b  a n d  K r u g  2 0 0 1 ,  H i l l e m a n  2 0 0 2 ) .  
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F i g u r e  1 . 3  S t r u c t u r e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  
( T a k e n  f r o m  H i l l e m a n  2 0 0 2 )  
1 . 1 . 2 . 2  V i r a l  r e p l i c a t i o n  
I n f l u e n z a  v i r u s  H A  b i n d s  t o  s i a l i c  a c i d  r e c e p t o r s  o n  t h e  h o s t  c e l l s ,  i n i t i a t i n g  r e c e p t o r -  
m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  m e m b r a n e  b o u n d  v e s i c l e  a r o u n d  t h e  
v i r u s  ( f i g u r e  1 . 4 ) .  T h i s  v e s i c l e  t h e n  f u s e s  w i t h  e n d o s o m e s ,  w h i c h  c a n  l o w e r  i t s  p H ,  
t r i g g e r i n g  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  H A ,  e n a b l i n g  t h e  v i r u s  t o  f b s e  w i t h  c e l l  
m e m b r a n e s  a n d  e x p e l  i t s  v i r a l  g e n o m e  i n t o  t h e  h o s t s '  c y t o s o l .  F r o m  t h e r e ,  t h e  v i r a l  
g e n o m e  e n t e r s  t h e  n u c l e u s  t o  b e g i n  t r a n s c r i p t i o n .  I n f l u e n z a  c a n  t h e n  u s e  i t s  
e n d o n u c l e a s e s  t o  c l e a v e  1  0 -  1  3  n u c l e o t i d e s  a n d  t h e  5  ' - m e t h y l  g u a n o s i n e  c a p ,  f i o m  t h e  
h o s t  c e l l s  n u c l e a r  R N A ,  p r o d u c i n g  c a p p e d  R N A  f i a g m e n t s .  T h e s e  f i a g m e n t s  c a n  t h e n  
s e r v e  a s  p r i m e r s  f o r  t r a n s c r i p t i o n  o f  e a c h  o f  t h e  e i g h t  v i r a l  g e n e  s e g m e n t s ,  w h e r e  s i x  
o f  t h e  n e w l y  t r a n s c r i b e d  m R N A s  a r e  t r a n s l a t e d  i n t o  v i r a l  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s ,  w h i l e  
t w o  o r i g i n a l  R N A  t r a n s c r i p t s  a r e  e a c h  s p l i c e d  i n t o  t w o  m R N A s  c o d i n g  f o r  n o n -  
s t r u c t u r a l  p r o t e i n s .  T h e  n e w  v i r i o n s  a r e  t h e n  a s s e m b l e d  a t  t h e  h o s t  c e l l  m e m b r a n e ,  
w h e r e  t h e y  a r e  r e l e a s e d  f i o m  t h e  c e l l  b y  b u d d i n g ,  t h r o u g h  c l e a v a g e  o f  s i a l i c  a c i d  
r e c e p t o r s  b y  N A  ( L a m b  a n d  K r u g  2 0 0 1 ,  H a r p e r  1 9 9 8 ) .  
F i g u r e  1 . 4  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  l i f e  c y c l e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  
( T a k e n  f i o m  A c c e s s  E x c e l l e n c e @  t h e  N a t i o n a l  H e a l t h  M u s e u m  1 9 9 9 )  
1 . 1 . 2 . 3  P a t h o g e n e s i s  
I n f l u e n z a  v i r u s  r e p l i c a t e s  i n  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t .  I t  i n d u c e s  
p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  t h r o u g h o u t  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t ,  e s p e c i a l l y  i n  t h e  l o w e r  
r e s p i r a t o r y  t r a c t .  T h e s e  i n f e c t e d  e p i t h e l i a l  c e l l s  i n d u c e  i d a m m a t i o n  o f  t h e  l a r y n x ,  
t r a c h e a  a n d  b r o n c h i ,  w h i c h  i s  a c c o m p a n i e d  b y  a  s t r o n g  i n f i l t r a t i o n  o f  l e u k o c y t e s .  
I n f e c t i o n  u s u a l l y  r e s u l t s  i n  d e s q u a m a t i o n  o f  t h e  c i l i a t e d  e p i t h e l i a l  c e l l s .  A l l  t h e s e  
f e a t u r e s  c o n t r i b u t e  t o  t h e  c l i n i c a l  s y m p t o m s  o f  t h e  d i s e a s e ,  s u c h  a s  f e v e r ,  m y a l g i a  a n d  
d r y  c o u g h .  H o w e v e r ,  m o s t  i n d i v i d u a l s  r e c o v e r  f i o m  i n f l u e n z a  i n f e c t i o n  w i t h i n  a  f e w  
d a y s .  A l s o ,  i n f e c t i o n  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  m a y  g i v e  r i s e  t o  p r i m a r y  p n e u m o n i t i s ,  
e s p e c i a l l y  i n  i m r n u n o c o m p r o m i s e d  i n d i v i d u a l s  a n d  t h i s  m a y  l e a d  t o  s e c o n d a r y  
b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s ,  s u c h  a s  t h o s e  c a u s e d  b y  s t r e p t o c o c c a l  a n d  s t a p h y l o c o c c a l  
b a c t e r i a .  T h e s e  s e c o n d a r y  i n f e c t i o n s  c a n  c a u s e  s e v e r e  p u l m o n a r y  c o m p l i c a t i o n s ,  
w h i c h  c a n  r e s u l t  i n  a  f a t a l  f o r m  o f  p n e u m o n i a  ( W r i g h t  a n d  W e b s t e r  2 0 0 1 ,  H i l l e m a n  
2 0 0 2 ) .  
I M M U N I T Y  T O  V I R U S E S  
V i r a l  i n f e c t i o n s  w i l l  a l w a y s  r e p r e s e n t  a  s t r i n g e n t  c h a l l e n g e  t o  i m m u n o l o g i s t s  b e c a u s e  
o f  t h e  c o n t i n u a l  e m e r g e n c e  o f  n e w  d i s e a s e s ,  s u c h  a s  t h e  s e v e r e  a c u t e  r e s p i r a t o r y  
s y n d r o m e  ( S A R S )  a n d  a v i a n  i n f l u e n z a ;  a s  w e l l  a s  t h e  h i g h  m u t a t i n g  r a t e  o f  s o m e  
v i r u s e s ,  s u c h  a s  t h e  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  ( H I V )  ( K a w a i  a n d  A k i r a  2 0 0 6 ,  
D o h e r t y  e t  a 1  2 0 0 6 ) .  T h e  w a r  b e t w e e n  t h e  v i r u s  a n d  t h e  i m m u n e  s y s t e m  i s  o n e  o f  h i g h  
c o m p l e x i t y  a n d  c o u l d  b e  c o m p a r e d  t o  a  t y p e  o f  g u e r i l l a  w a r f a r e ,  i n  w h i c h  b o t h  s i d e s  
t r y  t o  o u t w i t  t h e i r  o p p o n e n t .  T h e  v i r u s  t r i e s  t o  e v a d e  r e c o g n i t i o n  b y  t h e  i m m u n e  
s y s t e m ,  b u t  o n c e  e x p o s e d ,  t h e  i m m u n e  s y s t e m  w i t h  i t s  h i g h l y  c o m p l e x  n e t w o r k ,  s e t s  
u p  i t s  d e f e n c e  b y  e l u n i n a t i n g  t h i s  " d a n g e r " ,  t h e r e b y  p r o t e c t i n g  t h e  h o s t  o r  " s e l f '  f i o m  
d i s e a s e  ( M a t z i n g e r  1 9 9 4 ) .  T h u s ,  t h e  i m m u n e  s y s t e m  i s  c r i t i c a l  t o  t h e  o u t c o m e  o f  v i r a l  
i n f e c t i o n s .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  i s  h i g h l y  c o m p l e x ,  i t  c a n  b e  
d i v i d e d  i n t o  t w o  a r m s ;  t h e  i n n a t e  ( o r  ' n o n - s p e c i f i c ' )  i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  t h e  
a d a p t i v e  ( o r  ' s p e c i f i c ' )  i m m u n e  r e s p o n s e ;  t h a t  w o r k  i n  s y n e r g y  t o  p r o v i d e  t h e  q u i c k e s t  
a n d  m o s t  e f f i c i e n t  p r o t e c t i v e  i m m u n i t y  ( J a n e w a y  e t  a l 2 0 0 1 ,  H a r p e r  1 9 9 8 ) .  
1 . 2 . 1  I n n a t e  I m m u n i t y  
T h e  i n n a t e  i m m u n e  r e s p o n s e  p r o v i d e s  t h e  f i r s t  l i n e  o f  d e f e n c e  a g a i n s t  i n v a d i n g  
p a t h o g e n s .  I t  p r o v i d e s  a  r a p i d  a n d  f a i r l y  p r i m i t i v e  n o n - s p e c i f i c  r e s p o n s e  t o  i n f e c t i o n s .  
F i r s t l y ,  i t  t r i e s  t o  h i t  p a t h o g e n  e n t r y  t o  t h e  b o d y  t h r o u g h  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  
b a r r i e r s ,  s u c h  a s  e p i t h e l i a ,  d i g e s t i v e  e n z y m e s  a n d  a n t i m i c r o b i a l  p e p t i d e s .  I f  t h e s e  
s u r f a c e  d e f e n c e s  a r e  o v e r c o m e  b y  i n v a d i n g  p a t h o g e n s ,  t h e y  s u b s e q u e n t l y  e n c o u n t e r  
t h e  i n n a t e  i m m u n e  c e l l s  a n d  p l a s m a  p r o t e i n s  o f  t h e  c o m p l e m e n t  s y s t e m .  T h e s e  p l a s m a  
p r o t e i n s  c a n  b e  a c t i v a t e d  f i o m  p a t h o g e n  i n f e c t i o n s ,  r e s u l t i n g  i n  e n h a n c e d  
o p s o n i z a t i o n  a n d  p h a g o c y t o s i s  o f  t h e  p a t h o g e n  a n d  m i c r o b i a l  l y s i s  ( T o s i  2 0 0 5 ,  
J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  T h e  i n n a t e  i m m u n e  c e l l s  e n c o m p a s s  v a r i o u s  l e u k o c y t e s ,  s u c h  a s  
n a t u r a l  k i l l e r  ( N K )  c e l l s ,  m o n o  c y t  e s  a n d  d e n d r i t i c  c e l l s  ( D C s ) .  O t h e r  l e u k o c y t e s  
i n c l u d e  p h a g o c y t i c  c e l l s  t h a t  e n g u l f  a n d  d e s t r o y  m i c r o o r g a n i s m s ,  s u c h  a s  m a c r o p h a g e  
a n d  n e u t o p h i l s  ( A b b a s  e t  a 1  1 9 9 7 ,  T o s i  2 0 0 5 ) .  T h e s e  c e l l s  e x p r e s s  g e r m - l i n e  e n c o d e d  
r e c e p t o r s ,  o f t e n  t e r m e d  p a t t e r n - r e c o g n i t i o n  r e c e p t o r s  ( P R R s ) ,  a s  t h e y  a r e  c a p a b l e  o f  
r e c o g n i s i n g  c o m m o n  m i c r o b i a l  m o l e c u l e s  o r  p a t h o g e n - a s s o c i a t e d  m o l e c u l a r  p a t t e r n s  
( P A M P s ) ,  s u c h  a s  c o m p l e x  c a r b o h y d r a t e s  o r  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  ( L P S )  f o u n d  i n  t h e  
c e l l  w a l l  o f  m o s t  b a c t e r i a  o r  d o u b l e  s t r a n d e d  R N A  ( d s R N A )  p r o d u c e d  i n  v i r u s  
i n f e c t e d  c e l l s  ( J a n e w a y  a n d  M e d z h i t o v  2 0 0 2 ,  A k i r a  e t  a 1  2 0 0 1 ,  K a w a i  a n d  A k i r a  
2 0 0 6 ) .  T h e s e  P A M P s  a r e  n o t  f o u n d  i n  t h e  h o s t  c e l l  a n d  s o  a r e  u s e d  t o  i d e n t i e  
' d a n g e r '  m o l e c u l e s ,  e n a b l l n g  t h e  h o s t  t o  d e s t r o y  o n l y  p a t h o g e n - i n f e c t e d  c e l l s .  T h e  
m o s t  c h a r a c t e r i s e d  P R R s  i n  m a m m a l i a n  s p e c i e s  a r e  t h e  t o l l - l i k e  r e c e p t o r s ,  w h i c h  a r e  
h o m o l o g o u s  t o  t h e  i n s e c t  T o l l  r e c e p t o r s  t h a t  a l s o  m e d i a t e  e s s e n t i a l  i n n a t e  i m m u n e  
p r o t e c t i o n  f o r  t h e  i n s e c t  a g a i n s t  f b n g a l  p a t h o g e n s  ( A k i r a  a n d  T a k e d a  2 0 0 4 ) .  
1 . 2 . 1 . 1  P a t t e r n  r e c o g n i t i o n  r e c e p t o r s :  T o l l - l i k e  r e c e p t o r s  
T h e  T o l l - l i k e  r e c e p t o r  ( T L R )  f a m i l y  o f  t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n s ,  i s  t h e  b e s t  
c h a r a c t e r i s e d  c l a s s  o f  P R R s  i n  m a m m a l i a n  s p e c i e s .  T o  d a t e ,  1 0  t o  1 5  T L R s  h a v e  b e e n  
i d e n t i f i e d  i n  m a m m a l i a n  s p e c i e s ,  b u t  t h  n u m b e r  m a y  d i f f e r  b e t w e e n  s p e c i e s .  T L R s  
a r e  e x p r e s s e d  o n  m a n y  l e u k o c y t e s ,  i n  a d d i t i o n  t o  e p i t h e l i a l  c e l l s  l i n i n g  r e s p i r a t o r y ,  
i n t e s t i n a l  a n d  u r o g e n i t a l  t r a c t s  ( I w a s a k i  a n d  M e d z h i t o v  2 0 0 4 ,  A s h k a r  e t  a1 2 0 0 3 ,  
K a g n o f f  a n d  E c k m a n n ,  1  9 9 7 ) .  T L R s  c a n  d e t e c t  m u l t i p l e  P A M P s  f i o m  a  v a r i e t y  o f  
m i c r o b e s  i n c l u d i n g  b a c t e r i a ,  p r o t o z o a  a n d  v i r u s e s  ( K a w a i  a n d  A k i r a  2 0 0 6 ,  A k i r a  e t  a 1  
2 0 0 1 ) .  T L R s  l , 2 , 4 ,  5  a n d  6  m a i n l y  s p e c i a l i s e  i n  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  b a c t e r i a  t h r o u g h  
b a c t e r i a l  c e l l  w a l l  c o m p o n e n t s  o r  p r o d u c t s ,  s u c h  a s  b a c t e r i a l  l i p o p r o t e i n s  a n d  
l i p o t e i c h o i c  a c i d s  ( d e t e c t e d  b y  T L R  1 ,  2 ,  6 ) ,  L P S  ( d e t e c t e d  b y  T L R  4 )  a n d  f l a g e l l i n  
( d e t e c t e d  b y  T L R  5 ) .  H o w e v e r  T L R s  3 , 7  a n d  8  m a m l y  f o c u s  o n  t h e  d e t e c t i o n  o f  
v i r u s e s ,  r e c o g n i s i n g  n u c l e i c  a c i d s  t h a t  a r e  n o t  n o r m a l l y  p r o d u c e d  i n  h o s t  c e l l s ,  s u c h  a s  
d s R N A  ( d e t e c t e d  b y  T L R  3 )  a n d  s i n g l e - s t r a n d e d  R N A  ( s s R N A )  ( d e t e c t e d  b y  T L R  7  
a n d  h u m a n  T L R 8 ) .  T L R 9  a l s o  r e c o g n i s e s  u n f a m i l i a r  n u c l e i c  a c i d s  p r o d u c e d  i n  h o s t  
c e l l s ,  s u c h  a s  u n m e t h y l a t e d  C p G  D N A  o f  v i r u s e s  a n d  b a c t e r i a  ( A k i r a  e t  a1 2 0 0 1 ,  
I w a s a k i  a n d  M e d z h i t o v  2 0 0 4 ,  K a w a i  a n d  A k i r a  2 0 0 6 ,  H e i l  e t  a1 2 0 0 4 ) .  T L R  1 ,  2  a n d  4  
a r e  u s u a l l y  e x p r e s s e d  o n  t h e  c e l l  s u r f a c e  w h d e  T L R  3 ,  7 ,  8  a n d  9  a r e  m a d y  l o c a l i s e d  
t o  i n t r a c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t s  w h e r e  t h e y  c a n  d e t e c t  n u c l e i c  a c i d s  i n  l a t e  e n d o s o m e s  
o r  l y s o s o m e s  ( A k i r a  a n d  T a k e d a  2 0 0 4 ,  D i e b o l d  e t  a 1  2 0 0 4 ,  K a w a i  a n d  A k i r a  2 0 0 6 ) .  
S t i m u l a t i o n  t h r o u g h  T L R s  a c t i v a t e s  v a r i o u s  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s ,  u l t i m a t e l y  
r e s u l t i n g  i n  t h e  n u c l e a r  t r a n s l o c a t i o n  a n d  a c t i v a t i o n  o f  n u c l e a r  f a c t o r  KB ( N F - K B ) .  
N F - K B  i s  a n  i m p o r t a n t  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  t h a t  a c t i v a t e s  t h e  p r o m o t e r s  o f  n u m e r o u s  
g e n e s ,  t r a n s c r i b i n g  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  t h e  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  s u c h  a s  c y t o k i n e s  
a n d  c h e m o k i n e s  ( A k i r a  a n d  T a k e d a  2 0 0 4 ,  O ' N e i l l 2 0 0 4 ) .  C h e m o k i n e s  a n d  c y t o k i n e s  
p l a y  a  c o m p l e x  r o l e  i n  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  v i r u s e s  a n d  v a r i o u s  o t h e r  p a t h o g e n s ,  
w h e r e  c h e m o k i n e s  m a i n  f u n c t i o n  i s  t o  c o n t r o l  o r  d i r e c t  l e u k o c y t e  t r a f f i c k i n g  o r  
m i g r a t i o n  a n d  c y t o k i n e s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  a c t i v a t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  n u m e r o u s  
c e l l s  ( C o e l h o  e t  a1 2 0 0 5 ,  T o s i  2 0 0 5 ) .  A l s o ,  t h e r e  a r e  T L R - i n d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s  
f o r  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  p a t h o g e n s ,  w h i c h  i n v o l v e  c y t o p l a s m i c  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  r e t i n o i c  
a c i d - i n d u c i b l e  g e n e  1  ( R I G - 1 )  a n d  m e l a n o m a  d i f f e r e n t i a t i o n - a s s o c i a t e d  g e n e  5  ( M d a  
5 ) .  T h e s e  a r e  R N A  h e l i c a s e s  t h a t  c a n  b i n d  t o  v i r a l  d s R N A  i n  t h e  c y t o p l a s m ,  l e a d i n g  t o  
a c t i v a t i o n  o f  v a r i o u s  s i g n a l h g  p a t h w a y s ,  i n c l u d i n g  t h e  N F - K B  p a t h w a y  a n d  s e c r e t i o n  
o f  t y p e  I  i n t e r f e r o n  a n t i v i r a l  c y t o k i n e s  a n d  o t h e r  i n f l a m m a t o r y  p r o t e i n s  ( K a w a i  a n d  
A k i r a  2 0 0 6 ,  A k i r a  a n d  T a k e d a  2 0 0 4 ) .  
1 . 2 . 1 . 2  I n t e r f e r o n s  
S o m e  o f  t h e s e  i n n a t e  i m m u n e  c e l l s ,  n o t a b l y  m a c r o p h a g e ,  D C s  a n d  N K  c e l l s ,  c a n  
s e c r e t e  l a r g e  a m o u n t s  o f  c y t o k i n e s ,  w h i c h  c a n  a c t i v a t e  o t h e r  i m m u n e  c e l l s  a n d  
s t i m u l a t e  i n f l a m m a t i o n  ( T o s i  2 0 0 5 ) .  I n  a  v i r a l  i n f e c t i o n ,  t h e  i n t e r f e r o n s  ( I F N s )  a r e  t h e  
m o s t  i m p o r t a n t  c y t o l u n e s  p r o d u c e d ,  a s  t h e y  h a v e  a n t i v i r a l  p r o p e r t i e s  a n d  a r e  s e c r e t e d  
e o m  m a n y  d i f f e r e n t  c e l l s ,  e a r l y  a f t e r  i n f e c t i o n .  T h e y  c a n  b e  s e p a r a t e d  i n t o  t w o  m a i n  
f a m i l i e s  c o n s i s t i n g  o f  t h e  t y p e  I  I F N s ,  o f  w h l c h  I F N a  a n d  I F N P  a r e  t h e  b e s t  
c h a r a c t e r i s e d  a n d  a  t y p e  I 1  i n t e r f e r o n  f a m i l y ,  e n c o m p a s s i n g  t h e  r e l a t e d  b u t  d i s t i n c t  
I F N y  ( C o l l i e r  a n d  O x f o r d  2 0 0 6 ,  G u i d o t t i  a n d  C h i s a r i  2 0 0 0 ,  G a r c i a - S a s t r e  a n d  B i r o n  
2 0 0 6 ) .  I F N a  a n d  I F N P  s h a r e  a  c o m m o n  h e t e r o d i m e r i c  r e c e p t o r  ( I F N A R ) ,  w h i c h  i s  
u b i q u i t o u s l y  e x p r e s s e d  o n  m a n y  d i f f e r e n t  c e l l s  ( T h e o f i l o p o u l o s  e t  a1 2 0 0 5 ) .  B i n d i n g  
o f  I F N a l P  t o  i t s  r e c e p t o r  a c t i v a t e s  k i n a s e s  t h a t  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r e c e p t o r s  
c y t o p l a s m i c  t a i l ;  t h e  J a n u s - a c t i v a t e d  k i n a s e  1  ( J A K 1 )  a n d  t y r o s i n e  k i n a s e  2  ( T Y K 2 ) .  
T h i s  r e s u l t s  i n  t h e  t y r o s i n e  p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  a c t i v a t i o n  o f  t h e  s i g n a l  t r a n s d u c e r  a n d  
a c t i v a t o r  o f  t r a n s c r i p t i o n  ( S T A T )  2  a n d  S T A T 1 ,  l e a d i n g  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  
S T A T 1 - S T A T 2 -  I F N  r e g u l a t o r y  f a c t o r  9  ( I R F 9 )  c o m p l e x e s ,  k n o w n  a t  t h e  I F N -  
s t i m u l a t e d  g e n e  f a c t o r  3  ( I S G F 3 )  c o m p l e x e s .  T y p e  I  I F N s  c a n  a l s o  i n d u c e  t h e  
f o r m a t i o n  o f  S T A T  1  - S T A T  1  h o m o d i r n e r s ,  k n o w n  a t  t h e  I F N y - a c t i v a t e d  f a c t o r  ( G A F )  
c o m p l e x e s .  T h e s e  c o m p l e x e s  t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  a n d  I S G F 3  b i n d s  I F N -  
s t i m u l a t e d  r e s p o n s e  e l e m e n t s  ( I S R E s )  a n d  G A F  b i n d s  I F N y - a c t i v a t e d  s i t e s  ( G A S )  i n  
D N A  t o  i n i t i a t e  t r a n s c r i p t i o n  o f  n u m e r o u s  I F N - s t i m u l a t e d  g e n e s  t h a t  c o d e  f o r  a n t i v i r a l  
p r o t e i n s .  T h e s e  p r o t e i n s  a r e  i n v o l v e d  i n  p r e v e n t i n g  o r  i n h i b i t i n g  v i r a l  r e p l i c a t i o n  i n  
t h a t  c e l l .  O t h e r  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  a r e  u s e d  b y  t y p e  I  I F N s ,  i n v o l v i n g  t h e  a c t i v a t i o n  
o f  d i f f e r e n t  S T A T s ,  s u c h  a s  S T A T 3 , 4  a n d  5 ,  b u t  t h e  S T A T 1 - S T A T 1  a n d  S T A T 1 -  
S T A T 2  p a t h w a y s  a r e  t h e  m o s t  c o m m o n  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  i n d u c e d  b y  t y p e  I  I F N s  
i n  c e l l s  ( G a r c i a - S a s t r e  a n d  B i r o n  2 0 0 6 ,  P l a t a n i a s  2 0 0 5 ) .  F i g u r e  1 . 5  i l l u s t r a t e s  t h e  
m a j o r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  c l a s s i c a l  J A K - S T A T  p a t h w a y  i n d u c e d  b y  t y p e  I  I F N s .  
F i g u r e  1 . 5  S u m m a r i s e s  t h e  J A K - S T A T  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  i n d u c e d  b y  t y p e  I  I l ? N s .  
( T a k e n  f i o m  G a r c i a - S a s t r e  a n d  B i r o n  2 0 0 6 )  
S e v e r a l  a n t i v i r a l  e n z y m e s  c a n  b e  p r o d u c e d ,  r e s u l t i n g  f i o m  t h e  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  
a b o v e ;  f o r  e x a m p l e ,  a  s e r i n e - t h r e o n i n e  k i n a s e ,  p r o t e i n  l u n a s e  R  ( P K R )  a n d  2 ' - 5 '  
o l i g o a d e n y l a t e  s y n t h e t a s e s  ( O A S )  a r e  a m o n g  t h e  b e s t  c h a r a c t e r i s e d  e n z y m e s  i n v o l v e d  
i n  a n t i v i r a l  i m m u n i t y .  P K R  i s  a c t i v a t e d  b y  d s R N A  t h r o u g h  a u t o p h o s p h o r y l a t i o n .  T h i s  
i n  t u r n  l e a d s  t o  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  d o w n s t r e a m  s u b s t r a t e s ,  i n c l u d i n g  t h e  
e l o n g a t i o n  f a c t o r  e I F 2 a ,  t h e r e b y  i n a c t i v a t i n g  i t  a n d  i n h i b i t i n g  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  A l s o ,  
d s R N A  a c t i v a t e s  t h e  O A S  e n z y m e s ,  g e n e r a t i n g  2 ' - 5 '  o l i g o a d e n y l a t e s ,  w h i c h  i n  t u r n  
a c t i v a t e s  r i b o n u c l e a s e  L  ( R N A s e  L ) ,  l e a d i n g  t o  v i r a l  a n d  c e l l u l a r  d e g r a d a t i o n  o f  
R N A .  A l t h o u g h  t h i s  m a y  l e a d  t o  p r o g r a m m e d  c e l l  d e a t h  o r  a p o p t o s i s  o f  t h e  c e l l ,  i t  
l i m i t s  v i r a l  s p r e a d  t o  o t h e r  c e l l s .  T h e  e f f e c t s  o f  I F N a l P  a r e  p a r a c r i n e ,  i n  t h a t  t h e y  w i l l  
b i n d  t o  I F N  r e c e p t o r s  o n  u n i n f e c t e d  n e i g h b o u r i n g  c e l l s  a n d  i n d u c e  a n  a n t i v i r a l  s t a t e  i n  
t h a t  c e l l  ( C o l l i e r  a n d  O x f o r d  2 0 0 6 ,  G a r c i a - S a s t r e  a n d  B i r o n  2 0 0 6 ,  M a y e r  2 0 0 3 ) .  T h e  
i n t e r f e r o n  i n d u c e d  a n t i v i r a l  p a t h w a y  i s  s u m m a r i s e d  i n  f i g u r e  1 . 6 .  
. .  ,  .  - .  
V i r u s  
0  i n f e c t s  ,  
F i g u r e  1 . 6  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  i n t e r f e r o n  i n d u c e d  a n t i v i r a l  i m m u n i t y .  
( T a k e n  f r o m  M a y e r  2 0 0 3 )  
A s  t y p e  I  i n t e r f e r o n s  a r e  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  t h e y  c a n  a l s o  a c t i v a t e  a n d  
e n h a n c e  t h e  a c t i v i t y  o f  o t h e r  i m m u n e  c e l l s ,  s u c h  a s  m a c r o p h a g e s ,  D C s  a n d  N K  c e l l s  
( G u i d o t t i  a n d  C h i s a r i  2 0 0 0 ) .  T y p e  I  I F N s  c a n  l e a d  t o  D C  m a t u r a t i o n ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  
u p r e g u l a t i o n  o f  M H C  a n d  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  o n  t h e  s u r f a c e  o f  D C s ,  w h i c h  i s  
e s s e n t i a l  f o r  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( T h e o f l o p o u l o s  e t  a1 2 0 0 5 ) .  A l s o  t y p e  I  I F N  i n d u c e d  
D C  m a t u r a t i o n  f o l l o w i n g  v i r a l  i n f e c t i o n ,  c a n  p r o m o t e  c r o s s  p r i m i n g  ( p r o c e s s  w h e r e b y  
a  c a p t u r e d  e x t r a c e l l u l a r  a n t i g e n  c a n  b e  p r e s e n t e d  o n  M H C  c l a s s  I  m o l e c u l e s )  o f  
a n t i g e n s  t o  C D 8 +  T  c e l l s ,  r e s u l t i n g  i n  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( L e  B o n  e t  a1 2 0 0 3 ) .  T h u s ,  
t y p e  I  I F N s  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  b r i d g i n g  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  
a n d  d i r e c t i n g  a p p r o p r i a t e  T  c e l l  r e s p o n s e s .  
I F N y  i s  a  p r o i d a m m a t o r y  t y p e  I 1  I F N  c y t o k i n e  t h a t  c a n  m o d u l a t e  m a n y  a s p e c t s  o f  
t h e  i m m u n e  r e s p o n s e ,  i n c l u d i n g  a n t i v i r a l  i m m u n i t y .  I t  i s  m a i n l y  s e c r e t e d  f i - o m  T  c e l l s  
a n d  N K  c e l l s  a n d  i s  a  c r i t i c a l  c y t o k i n e  i n v o l v e d  i n  a c t i v a t i n g  m a c r o p h a g e s .  A c t i v a t e d  
m a c r o p h a g e s  c a n  p r o d u c e  n i t r i c  o x i d e  ( N O )  a n d  o x y g e n  r a d i c a l s ,  w h i c h  h a v e  p o t e n t  
a n t i m i c r o b i a l  a c t i v i t y .  A s  I F N y  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  m a n y  p r o t e c t i v e  f u n c t i o n s ,  i t  i s  o n e  
o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  c y t o k i n e s  i n v o l v e d  i n  s h a p i n g  o r  d i r e c t i n g  a d a p t i v e  i m m u n e  
r e s p o n s e s  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 5 ,  G u i d o t t i  a n d  C h i s a r i  2 0 0 0 ,  H a r p e r  1 9 9 8 ) .  
1 . 2 . 1 . 3  N K  c e l l s  
N K  c e l l s  a r e  l y m p h o i d  d e r i v e d  c e l l s ,  t h a t  p l a y  a n d  i m p o r t a n t  r o l e  i n  i n n a t e  i m m u n e  
r e s p o n s e s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  a n t i v i r a l  a n d  t u m o u r  i m m u n i t y .  T h e y  e x p r e s s  a  l a r g e  
r e p e r t o i r e  o f  a c t i v a t o r y  a n d  i t h b i t o r y  r e c e p t o r s  a n d  a r e  c a p a b l e  o f  d i r e c t l y  l y s i n g  
v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  a n d  t u m o u r  c e l l s  ( M d l e r  2 0 0 1 ,  H a m e r m a n  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  T h e y  
r e c o g n i s e  d e c r e a s e d  l e v e l s  o f  s e l f  m a j o r  h i s t o c o m p a t a b i l i t y  c o m p l e x  ( M H C )  c l a s s  I  
m o l e c u l e s ,  w h i c h  a r e  h i g h l y  p o l y m o r p h i c  g l y c o p r o  t e i n s  e x p r e s s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  
n u c l e a t e d  c e l l s .  I n  a  h e a l t h y  c e l l ,  i n h i b i t o r y  s i g n a l s  a r e  d e l i v e r e d  b y  s e l f  M H C  c l a s s  I  
m o l e c u l e s  t o  N K  c e l l s ,  t h e r e b y  p r o t e c t i n g  t h e  c e l l  f i o m  l y s i s .  O f t e n  v i r u s  i n f e c t e d  
c e l l s  a n d  t r a n s f o r m e d  c e l l s  e x p r e s s  r e d u c e d  l e v e l s  o f  M H C  c l a s s  I ,  w h c h  l i r m t s  t h e  
i n h i b i t o r y  s i g n a l s  d e l i v e r e d  f i - o m  t h e  t a r g e t  c e l l  t o  t h e  N K  c e l l  i n h i b i t o r y  r e c e p t o r s ,  
r e s u l t i n g  i n  N K  c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  t a r g e t  c e l l  l y s i s  ( T o s i  2 0 0 5 ,  R a u l e t  a n d  V a n c e  
2 0 0 6 ,  W a l z e r  e t  a1 2 0 0 5 ,  D e l g i - E s p o s t i  a n d  S m y t h  2 0 0 5 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  i t s  a c t i v a t o r y  
r e c e p t o r s ,  N K  c e l l s  c a n  b e  a c t i v a t e d  b y  v a r i o u s  c y t o l u n e s ,  i n c l u d i n g  I F N a ,  I F N P ,  I L -  
1 2 ,  T N F a  a n d  I L - 1 5 ,  w h i c h  a r e  p r o d u c e d  b y  a c t i v a t e d  D C s  a n d  m a c r o p h a g e s  a n d  I L -  
2  s e c r e t e d  b y  T  c e l l s .  A c t i v a t e d  N K  c e l l s  u s e  t w o  m a i n  p a t h w a y s  f o r  i n d u c i n g  
a p o p t o s i s  o f  t a r g e t  c e l l s :  1 )  g r a n u l e  e x o c y t o s i s  ( d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 2 . 2 . 5 . 2 )  
( T r a p a n i  a n d  S m y t h  2 0 0 2 )  a n d  2 )  d e a t h - r e c e p t o r - e n g a g e m e n t ,  s u c h  a s  t h a t  m e d i a t e d  
b y  t h e  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r - r e l a t e d  a p o p t o s i s - i n d u c i n g  l i g a n d  ( T R A I L ) .  T R A I L  
e x p r e s s e d  o n  N K  c e l l s  c a n  b i n d  t o  i t s  r e c e p t o r ,  t h e  T N F  r e c e p t o r ,  i n d u c i n g  a p o p t o s i s  
t h r o u g h  c a s p a s e  a c t i v a t i o n  a n d  t a r g e t  c e l l  D N A  d a m a g e  ( S m y t h  e t  a 1  2 0 0 3 ) .  
A n t i b o d i e s  c a n  a l s o  b i n d  t o  v i r a l  a n t i g e n s  o n  i n f e c t e d  c e l l s  a n d  F c  r e c e p t o r s ,  s u c h  a s  
F c y R I I I  ( C D 1 6 )  f o u n d  o n  N K  c e l l s  c a n  b i n d  t o  t h e s e  a n t i b o d i e s  a n d  i n d u c e  a p o p t o s i s  
o f  t h e  i n f e c t e d  c e l l  t h r o u g h  t h e  r e l e a s e  o f  c y t o t o x i c  g r a n u l e s ,  k n o w n  a s  a n t i b o d y -  
d e p e n d e n t  c e l l - m e d i a t e d  c y t o t o x i c i t y  ( A D C C )  ( C o l l i e r  a n d  O x f o r d  2 0 0 6 ) .  A l s o  
a c t i v a t e d  N K  c e l l s  c a n  s e c r e t e  l a r g e  a m o u n t  o f  I F N y ,  w h i c h  c a n  l i m i t  t u m o u r  g r o w t h  
a n d  p r o m o t e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s p e c i f i c  p r o t e c t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  ( M i l l e r  2 0 0  1 ,  
W a l l a c e  a n d  S m y t h  2 0 0 5 ) .  
1 . 2 . 2  A d a p t i v e  I m m u n i t y  
P a t h o g e n s  a r e  c o n t i n u o u s l y  t r y i n g  t o  a v o i d  d e t e c t i o n  b y  t h e  i m m u n e  s y s t e m  a n d  s o  
h a v e  g e n e r a t e d  m e c h a n i s m s  t o  e v a d e  d e t e c t i o n ;  f o r  e x a m p l e ,  s o m e  v i r u s e s ,  s u c h  a s  
H I V  c a n  m u t a t e  r e a d i l y ,  a l t e r i n g  t h e  v i r a l  g e n o m e ,  t h e r e b y  m a l u n g  i t  h a r d e r  f o r  t h e  
i m m u n e  s y s t e m  t o  d e t e c t  i t  ( K a w a i i  a n d  A k i r a  2 0 0 5 ) .  A s  t h e  i n n a t e  i m m u n e  s y s t e m  
o n l y  r e c o g n i s e s  c o n s e r v e d  s t r u c t u r e s  o r  p a t t e r n s  o n  p a t h o g e n s ,  i t  i s  l i m i t e d  i n  i t s  
c a p a b i l i t i e s  a n d  i s  u n a b l e  t o  r e c o g t u s e  o r  c o p e  w i t h  h i g h l y  d i v e r s e  a n d  m u t a t i n g  
p a t h o g e n s .  T h u s ,  t h e  i m m u n e  s y s t e m  h a s  e v o l v e d  a  m o r e  s p e c i f i c  w a y  o f  d e a l i n g  w i t h  
p a t h o g e n s  t h a t  h a v e  e v a d e d  t h e  i n n a t e  i m m u n e  r e s p o n s e ,  w h i c h  i s  a d a p t i v e  i m m u n i t y .  
T h e  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  t w o  a r m s ;  1 )  h u m o r a l  i m m u n i t y ,  
m e d i a t e d  b y  B  l y m p h o c y t e s  a n d  2 )  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y ,  m e d i a t e d  b y  T  
l y m p h o c y t e s .  B o t h  B  a n d  T  l y m p h o c y t e s  e x p r e s s  s p e c i f i c  r e c e p t o r s  t h a t  a r e  c a p a b l e  o f  
r e c o g n i s i n g  a n  i n f i n i t e  n u m b e r  o f  p a t h o g e n s .  H o w e v e r  o n l y  a  s i n g l e  t y p e  o f  r e c e p t o r  
t h a t  i s  s p e c i f i c  t o  a  p a r t i c u l a r  a n t i g e n  w i l l  r e s p o n d  a n d  g e n e r a t e  e f f e c t o r  h n c t i o n s  t o  
t h a t  a n t i g e n .  T h i s  u n i q u e  a n t i g e n  s p e c i f i c i t y  i s  a c h i e v e d  t h r o u g h  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  
l a r g e  a n d  d i v e r s e  r e p e r t o i r e  o f  r e c e p t o r s ,  g e n e r a t e d  f i o m  r e c o m b i n a t i o n  o f  g e n e  
s e g m e n t s  e n c o d i n g  t h e  T  c e l l  r e c e p t o r  ( T C R )  a n d  B  c e l l  r e c e p t o r  ( B C R ) .  
L y m p h o c y t e s  w h o s e  r e c e p t o r s  b i n d  w i t h  h i g h  a f f i n i t y  t o  s e l f - a n t i g e n s  d u r i n g  t h e  
d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  a r e  d e l e t e d  f i o m  t h i s  r e p e r t o i r e ,  e n s u r i n g  t h a t  o n l y  l y m p h o c y t e s ,  
w h i c h  a r e  t o l e r a n t  t o  t h e  h o s t  c e l l s  w i l l  s u r v i v e ,  a  p r o c e s s  t e r m e d  ' n e g a t i v e  s e l e c t i o n ' .  
O n c e  B  a n d  T  l y m p h o c y t e s  e n c o u n t e r  a  p a r t i c u l a r  v i r u s  o r  p a t h o g e n ,  w h i c h  i s  s p e c i f i c  
f o r  t h e i r  r e c e p t o r ,  t h e y  b e c o m e  a c t i v a t e d  t h r o u g h  v a r i o u s  s i g n a l s  a n d  p r o l i f e r a t e  t o  
f o r m  a  c l o n e  o f  a n t i g e n  s p e c i f i c  e f f e c t o r  a n d  m e m o r y  c e l l s .  A f t e r  t h e  i n f e c t i o n  i s  
c l e a r e d ,  t h e s e  m e m o r y  c e l l s  r e s i d e  i n  t h e  c i r c u l a t i o n  i n  a  r e s t i n g  s t a t e ,  u n t i l  t h e y  
b e c o m e  r e s t i m u l a t e d  a g a i n  b y  e n c o u n t e r i n g  t h e  s a m e  a n t i g e n .  T h i s  s e c o n d  e n c o u n t e r  
c a u s e s  a  r a p i d  a n d  m o r e  e f f i c i e n t  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  t h e  p a t h o g e n  a n d  i n  m a n y  c a s e s  
e n a b l e s  t h e  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  c o n f e r  l i f e l o n g  p r o t e c t i o n  t o  t h e  h o s t  a g a i n s t  
t h a t  p a t h o g e n  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 5 ,  A b b a s  e t  a 1  1 9 9 7 ) .  
1 . 2 . 2 . 1  B  l y m p h o c y t e s  
B  c e l l s  a r e  a  t y p e  o f  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l  ( A P C ) ,  t h a t  o r i g i n a t e  f i o m  h e m a t o p o i e t i c  
s t e m  c e l l s  i n  t h e  b o n e  m a r r o w ,  w h e r e  t h e y  m a t u r e ,  b e f o r e  e n t e r i n g  t h e  c i r c u l a t o r y  
n e t w o r k .  T h e i r  m a i n  f u n c t i o n  i s  t o  e l i r n i n a t  e  e x t r a c e l l u l a r  p a t h o  g e n s  t h r o u g h  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  s p e c i f i c  p r o t e i n s  c a l l e d  a n t i b o d i e s .  A s  m o s t  i n t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n s  
d i s s e m i n a t e  f i o m  c e l l  t o  c e l l ,  t h e s e  a n t i b o d i e s  f o u n d  i n  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e s  c a n  a l s o  
h e l p  p r e v e n t  t h e  s p r e a d  o f  i n t r a c e l l u l a r  i n f e c t i o n s  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 1 ) .  B  c e l l s  
r e c o g n i s e  a n d  b i n d  p a r t i c u l a r  p a t h o g e n s  o r  a n t i g e n s  t h r o u g h  t h e i r  i m m u n o g l o b u l i n  
B C R ,  w h i c h  t h e n  t r a n s m i t s  s i g n a l s  t o  t h e  c e l l s  i n t e r i o r  a n d  d e l i v e r s  t h e  a n t i g e n  t o  
i n t r a c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t s ,  w h e r e  i t  i s  d e g r a d e d  a n d  r e t u r n e d  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  a s  
p e p t i d e s  b o u n d  t o  M H C  c l a s s  I 1  m o l e c u l e s .  T h s  a n t i g e n : M H C  c o m p l e x  c a n  t h e n  b e  
r e c o g n i s e d  b y  e f f e c t o r  T  c e l l s ,  k n o w n  a s  C D 4 +  T  h e l p e r  c e l l s ,  w h i c h  c a n  a c t i v a t e  B  
c e l l s  t h r o u g h  s e c r e t i o n  o f  c y t o l u n e s ,  s u c h  a s  I L - 4  a n d  b i n d i n g  o f  p a r t i c u l a r  
s t i r n u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  b o t h  T  a n d  B  c e l l ,  s u c h  a s  t h e  C D 4 0  l i g a n d  
( C D 4 0 L ) ( h i g h  e x p r e s s i o n  o n  a c t i v a t e d  T  c e l l s )  a n d  C D 4 0  ( e x p r e s s e d  o n  B  c e l l s ) .  T h i s  
a c t i v a t e d  B  c e l l  c a n  p r o l i f e r a t e  t o  f o r m  a  c l o n e  o f  i d e n t i c a l  c e l l s ,  w h i c h  t h e n  
d i f f e r e n t i a t e  i n t o  a n t i b o d y  s e c r e t i n g  p l a s m a  c e l l s  a n d  m e m o r y  c e l l s  ( A b b a s  e t  a1 1 9 9 7 ,  
J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 1 ,  M c H e y z e r - W d l i a m s  2 0 0 3 ) .  H o w e v e r  s o m e  m i c r o b e s  c a n  a c t i v a t e  
B  c e l l s  d i r e c t l y ,  w i t h o u t  t h e  a i d  o f  T  c e l l  h e l p ,  s u c h  a s  b a c t e r i a l  p o l y s a c c h a r i d e s ,  b u t  
t h e y  c a n  u s u a l l y  o n l y  i n d u c e  a n t i b o d y  s e c r e t i o n  o f  a  p a r t i c u l a r  c l a s s  a n d  a r e  u n a b l e  t o  
i n d u c e  m e m o r y  B  c e l l s  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 1 ) .  
A n t i b o d i e s  a r e  i m m u n o g l o b u l i n s  ( I g s )  c o m p o s e d  o f  t w o  p o l y p e p t i d e  h e a v y  c h a i n s  a n d  
t w o  l i g h t  c h a i n s ,  j o i n e d  t o g e t h e r  b y  d i s u l f i d e  b o n d s .  E a c h  c h a i n  c o n t a i n s  c o n s t a n t  a n d  
v a r i a b l e  r e g i o n s  ( f i g u r e  1 . 7 ) .  T h e s e  v a r i a b l e  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s  f o r m  a  g r o o v e  o r  
s i t e  w h e r e  t h e  a n t i g e n s  b i n d  a n d  t h i s  r e g i o n  a l o n g  w i t h  t h e  c o n s t a n t  l i g h t  c h a i n  a n d  
h e a v y  c h a i n  1  ( C H I ) ,  a r e  k n o w n  a s  t h e  f i a g m e n t  a n t i g e n  b i n d i n g  ( F a b )  r e g i o n .  T h e  
c o n s t a n t  r e g i o n  i s  t h e  h n c t i o n a l  p a r t  o f  t h e  m o l e c u l e ,  e n c o m p a s s i n g  t h e  F c  f i - a g m e n t  
c o m p o s e d  o f  C H 2  a n d  C H 3  d o m a i n s .  A n t i b o d i e s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  f i v e  d i f f e r e n t  
c l a s s e s  o r  i s o t y e s  b a s e d  o n  t h e i r  h e a v y  c h a i n  f u n c t i o n ;  I g M ,  I g A ,  I g D ,  I g G  a n d  I g E .  
C y t o k i n e s  p r e s e n t  a t  t h e  s i t e  o f  i n f e c t i o n ,  s u c h  a s  I L - 4 ,  I L - 5  a n d  I F N y ,  c a n  i n f l u e n c e  
i s o t y p e  s w i t c h i n g .  E a c h  o f  t h e s e  I g s  e x e r t s  s p e c i f i c  e f f e c t s ,  t h e r e b y  s h a p i n g  t h e  
i m m u n e  r e s p o n s e  ( A b b a s  e t  a1 1 9 9 7 ,  J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 1 ) .  
A n t i g e n  b i n d i n g  s i t e s  
F a b  
d i s u l f i d e  b o n d s  
- w  -  
F i g u r e  1 . 7  S t r u c t u r e  o f  a n  a n t i b o d y  m o l e c u l e .  A n t i b o d y  m o l e c u l e s  a r e  c o m p o s e d  o f  h e a v y  ( H )  
c h a i n s  a n d  l i g h t  ( L )  c h a i n s ,  l i n k e d  t o g e t h e r  b y  d i s u l f i d e  b o n d s ,  c o n t a i n i n g  c o n s t a n t  ( C )  a n d  v a r i a b l e  ( V )  
r e g i o n s .  
A n t i b o d i e s  d e s t r o y  o r  e l i m i n a t e  p a t h o g e n s  o r  v i r u s e s  b y  s e v e r a l  m e c h a n i s m s ,  
i n c l u d i n g  n e u t r a l i s a t i o n ,  o p s o n i z a t i o n  a n d  c o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n .  B i n d i n g  o f  
a n t i b o d i e s  t o  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  o r  e p i t o p e s  o n  p a t h o g e n s  o r  t o x i n s ,  b l o c k s  
p a t h o g e n  e n t r y  a n d  n e u t r a l i s e s  h a d l  t o x i n s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e y  c a n  b i n d  o r  c o a t  
a n t i g e n s ,  a  p r o c e s s  k n o w n  a s  o p s o n i z a t i o n ,  e n a b l i n g  p a t h o g e n s  t o  b e  r e c o g n i s e d  a n d  
i n g e s t e d  b y  v a r i o u s  p h a g o c y t i c  c e l l s ,  e x p r e s s i n g  F c  r e c e p t o r s  t h a t  c a n  b i n d  t o  t h e  F c  
r e g i o n  o f  a n t i b o d i e s .  L a s t l y ,  a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  p a t h o g e n s  c a n  a c t i v a t e  p r o t e i n s  o f  
t h e  c o m p l e m e n t  s y s t e m ,  l e a d i n g  t o  t h e  i n c r e a s e d  o p s o n i z a t i o n  a n d  d e a t h  o f  m a n y  
p a t h o g e n s  ( J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  
T h i s  n a t u r a l  d e f e n c e  i s  i m p e r a t i v e  t o  t h e  h o s t s '  s u r v i v a l  a n d  e r a d i c a t i o n  o f  v i r u s e s .  
T h u s ,  t h e  m a i n  g o a l  o f  v a c c i n a t i o n  i s  t o  i n d u c e  a  r o b u s t  a n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  t h e  
i n v a d i n g  v i r u s .  I n  a  r e s p i r a t o r y  v i r u s  i n f e c t i o n ,  I g G  a n d  I g A  a r e  t h e  m o s t  c r u c i a l  
a n t i b o d i e s  r e q u i r e d  f o r  t h e  h o s t s '  p r o t e c t i o n  ( C r o w e  a n d  W i l l i a m s  2 0 0 3 ) .  I g G  i s  t h e  
p r i n c i p a l  a n t i b o d y  f o u n d  i n  t h e  b l o o d  a n d  i t  m a d y  h n c t i o n s  i n  o p s o n i z a t i o n ,  
c o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n  a n d  i n d u c t i o n  o f  A D C C ,  t h e r e b y  a c t i n g  s y s t e m i c a l l y .  
A l t e r n a t i v e l y ,  I g A  a c t s  l o c a l l y  a n d  i s  f o u n d  i n  s e c r e t i o n s  o f  t h e  d i g e s t i v e ,  u r o g e n i t a l  
a n d  r e s p i r a t o r y  t r a c t  a n d  i t s  c h i e f  r e s p o n s i b i l i t y  i s  t o  n e u t r a l i s e  i n f e c t i o u s  v i r u s e s  
( C o l l i e r  a n d  O x f o r d  2 0 0 6 ) .  
1 . 2 . 2 . 2  T  l y m p h o c y t e s  
T  c e l l s  a l s o  o r i g i n a t e  f i o m  h e m a t o p o i e t i c  s t e m  c e l l s  i n  t h e  b o n e  m a r r o w ,  b u t  u n l i k e  B  
c e l l s ,  t h e y  m a t u r e  i n  t h e  t h y m u s  b e f o r e  e n t e r i n g  t h e  b l o o d s t r e a m .  F r o m  t h e r e ,  t h e y  
r e c i r c u l a t e  b e t w e e n  t h e  b l o o d  a n d  p e r i p h e r a l  l y m p h o i d  t i s s u e s ,  u n t i l  t h e y  e n c o u n t e r  
t h e i r  s p e c i f i c  a n t i g e n .  T h e y  a r e  p i v o t a l  c e l l s  t o  t h e  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e ,  p l a y i n g  
e s s e n t i a l  r o l e s  i n  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  i n t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n s  o r  v i r u s e s  a n d  
i m r n u n o r e g u l a t i o n .  I n d i v i d u a l s  w i t h  d e f e c t s  i n  c e l l u l a r  i m m u n i t y  o f t e n  s u f f e r  m o r e  
p r o l o n g e d  v i r u s  s h e d d i n g  a n d  m o r e  s e v e r e  i l l n e s s e s  w i t h  r e s p i r a t o r y  v i r u s e s ,  s u c h  a s  
R S V ,  i n f l u e n z a  a n d  H P I V  ( C r o w e  a n d  W i l l i a m s  2 0 0 3 ) .  T h e  T C R  r e s e m b l e s  t h a t  o f  
t h e  i m m u n o g l o b u l i n  B C R ,  i n  t h a t  b o t h  r e c e p t o r  g e n e  g r o u p s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  
g e n e r a t e  a  d i v e r s e  r e p e r t o i r e  o f  r e c e p t o r s ,  t h r o u g h  s o m a t i c  r e c o m b i n a t i o n .  H o w e v e r ,  
T C R s  r e c o g n i s e  a n d  r e s p o n d  t o  p e p t i d e  a n t i g e n s ,  p r e s e n t e d  t o  t h e m  b y  M H C  
m o l e c u l e s .  E a c h  T  c e l l  i s  s p e c i f i c  f o r  a  p a r t i c u l a r  a n t i g e n  a n d  c o n t a i n s  a p p r o x i m a t e l y  
3 0 , 0 0 0  i d e n t i c a l  r e c e p t o r s  t h a t  a r e  c a p a b l e  o f  r e c o g n i s i n g  t h a t  a n t i g e n .  T h e  T C R  i s  a  
h e t e r o d i r n e r i c  p r o t e i n ,  c o m p o s e d  o f  a  t r a n s m e m b r a n e  g l y c o p r o t e i n  a  c h a i n  a n d  P  
c h a i n ,  w h i c h  a r e  l i n k e d  t o g e t h e r  b y  a  d i s u l f i d e  b o n d  ( f i g u r e  1 . 8 ) .  E a c h  c h a i n  c o n t a i n s  
a  c o n s t a n t  a n d  v a r i a b l e  r e g i o n ,  w h e r e  t h e  v a r i a b l e  r e g i o n  b i n d s  t h e  p e p t i d e : M H C  
c o m p l e x .  A  C D 3  m o l e c u l e  i s  a l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  T C R ,  a s  i t  i s  r e q u i r e d  f o r  
s i g n a l l i n g .  T h i s  a n t i g e n  r e c e p t o r  b i n d i n g ,  a l o n g  w i t h  s t i m u l a t o r y  s i g n a l s ,  a c t i v a t e s  t h e  
T  c e l l s ,  e n a b l i n g  t h e m  t o  p r o l i f e r a t e  a n d  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  e f f e c t o r  a n d  m e m o r y  c e l l s .  
H o w e v e r ,  t h e r e  i s  a  s m a l l e r  g r o u p  o f  T  c e l l s  w h i c h  e x p r e s s  a  d i f f e r e n t  T C R ,  
c o m p o s e d  o f  a  y  a n d  6  c h a i n ,  b u t  t h e s e  c e l l s  r e c o g n i s e  a n t i g e n s  i n  a  n o n - M H C  
r e s t r i c t e d  m a n n e r  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 5 ) .  T  c e l l s  a c q u i r e  m a n y  d i f f e r e n t  e f f e c t o r  
f u n c t i o n s ,  i n c l u d i n g  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  c y t o t o x i c i t y  a n d  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  
t h r e e  m a j o r  g r o u p s ;  1 )  h e l p e r  T  c e l l s  ( T h ) ,  2 )  c y t o t o x i c  T  l y m p h o c y t e s  ( C T L s )  a n d  3 )  
r e g u l a t o r y  T  c e l l s  ( T r e g ) .  H e l p e r  T  c e l l s  e x p r e s s  t h e  c o - r e c e p t o r  m o l e c u l e  C D 4 ,  a n d  
c a n  b e  s u b d i v i d e d  i n t o  t w o  m a i n  g r o u p s :  T h l  c e l l s  a n d  T h 2  c e l l s ,  w h o s e  m a i n  
f u n c t i o n  i s  i n  c y t o l u n e  s e c r e t i o n .  C y t o t o x i c  T  c e l l s  e x p r e s s  t h e  c o - r e c e p t o r  C D 8  a n d  
t h e i r  m a i n  f u n c t i o n  i s  t a r g e t  c e l l  l y s i s  a n d  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  c a n  s u p p r e s s  o r  r e g u l a t e  
T  c e l l  r e s p o n s e s  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 5 ,  S c h w a r t z  2 0 0 5 ) .  
A n t i g e n  b i n d i n g  s i t e  
T  c e l l  
r l i s u l f i d e  b o n d  
F i g u r e  1 . 8  S t r u c t u r e  o f  a n  aj3 T C R .  T h e  T C R  i s  c o m p o s e d  o f  t w o  p o l y p e p t i d e  c h a i n s ,  a  a n d  0  
c h a i n s ,  t h a t  c o n t a i n  c o n s t a n t  ( C )  a n d  v a r i a b l e  ( V )  r e g i o n s  a n d  a r e  l i n k e d  t o g e t h e r  b y  a  d i s u l f i d e  b o n d .  
1 . 2 . 2 . 3  M a j o r  h i s t o c o r n p a t a b i l i t y  c o m p l e x  ( M H C )  
T h e  m a j o r  h i s t o c o m p a b i l i t y  c o m p l e x  ( M H C )  i s  a  c l u s t e r  o f  g e n e s ,  w h i c h  c o d e s  f o r  
c e l l  s u r f a c e  g l y c o p r o t e i n s  t h a t  b i n d  a n t i g e n i c  p e p t i d e s  t o  p r e s e n t  t o  T  c e l l s .  T w o  
c l a s s e s  o f  M H C  m o l e c u l e s  e x i s t ;  1 )  M H C  c l a s s  I ,  w h i c h  p r e s e n t s  e n d o g e n o u s  p e p t i d e s  
t o  C D 8 +  T  c e l l s  a n d  2 )  M H C  c l a s s  11, w h i c h  p r e s e n t s  e x o g e n o u s  p e p t i d e s  t o  C D 4 +  T  
c e l l s .  M H C  c l a s s  I  i s  e x p r e s s e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  m o s t  n u c l e a t e d  c e l l s ,  w h i l e  M H C  
c l a s s  I 1  i s  m a i n l y  e x p r e s s e d  b y  A P C s  a n d  l i n i n g  c e l l s ,  s u c h  a s  e p i t h e l i a l  c e l l s .  M H C  
c l a s s  I  m o l e c u l e s  c o n t a i n  t w o  I g - l i k e ,  p o l y p e p t i d e  c h a i n s ;  o n e  a  c h a i n ,  e n c o d e d  i n  t h e  
M H C  l o c u s ,  t h a t  i s  a n c h o r e d  t o  t h e  m e m b r a n e  a n d  a  s e c o n d  n o n - M H C  e n c o d e d  c h a i n ,  
P 2 - m i c r o g l o b u l i n .  I n  c o n t r a s t ,  M H C  c l a s s  I 1  m o l e c u l e s  c o n t a i n  o n e  a  a n d  o n e  P  c h a i n ,  
e n c o d e d  i n  t h e  M H C  l o c u s ,  t h a t  t r a v e r s e  t h e  m e m b r a n e  ( f i g u r e  1 . 9 A  a n d  B ) .  B o t h  
M H C  m o l e c u l e s  f o l d  t o  f o r m  a  p e p t i d e  b i n d i n g  g r o o v e ,  w h i c h  i s  h i g h l y  p o l y m o r p h i c ,  
e n a b l i n g  t h e  M H C  m o l e c u l e  t o  p r e s e n t  a  d i v e r s e  r e p e r t o i r e  o f  p e p t i d e  a n t i g e n s .  I n  
h u m a n s ,  t h e  M H C  i s  c a l l e d  t h e  h u m a n  l e u k o c y t e  a n t i g e n  ( H L A )  g e n e  c o m p l e x ,  w h e r e  
H L A - A ,  B  a n d  C ,  a r e  t h e  m a i n  g e n e s  o f  t h e  M H C  c l a s s  I  m o l e c u l e  a n d  H L A - D R ,  D P  
a n d  D Q ,  a r e  t h e  m a i n  g e n e s  o f  t h e  M H C  c l a s s  I 1  m o l e c u l e .  E n d o c y t o s e d  a n t i g e n s  a r e  
p r o c e s s e d  i n  a c i d i c  i n t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  o r  e n d o s o m e s ,  g e n e r a t i n g  c l a s s  I 1  a s s o c i a t e d  
a n t i g e n s ,  w h e r e a s  a n t i g e n s  p r e s e n t  i n  t h e  c y t o s o l ,  s u c h  a s  d e  n o v o  s y n t h e s i s e d  v i r a l  
p r o t e i n s ,  a r e  p r o c e s s e d  t o  g e n e r a t e  c l a s s  I  a s s o c i a t e d  a n t i g e n s .  T h i s  p e p t i d e : M H C  
c o m p l e x  i s  t h e n  d e l i v e r e d  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  t o  p r e s e n t  t o  T  c e l l s  ( A b b a s  e t  a 1  1 9 9 7 ,  
J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 5 ,  P a r h a m  2 0 0 5 ) .  
P e p t i d e  b i n d i n g  g r o o v e  
m '  - -  
A P C  
F i g u r e  1 . 9  S t r u c t u r e  o f  M H C  c l a s s  I  a n d  c l a s s  I 1  m o l e c u l e s .  A )  R e p r e s e n t s  M H C  c l a s s  I  m o l e c u l e ,  
w h i c h  c o n t a i n s  a n  a  c h a i n  w h i c h  i s  n o n  c o v a l e n t l y  l i n k e d  t o  p 2 - m i c r o g l o b u l i n  a n d  B )  r e p r e s e n t s  t h e  
M H C  c l a s s  I 1  m o l e c u l e ,  c o n s i s t i n g  o f  a  n o n  c o v a l e n t l y  l i n k e d  a  a n d  P  c h a i n .  
1 . 2 . 2 . 4  A n t i g e n  p r e s e n t a t i o n  a n d  T  c e l l  a c t i v a t i o n  
A P C s ,  s u c h  a s  i m m a t u r e  d e n d r i t i c  c e l l s ,  c i r c u l a t e  b e t w e e n  t h e  b l o o d s t r e a m  a n d  
l y m p h o i d  t i s s u e s  u n t i l  t h e y  r e c o g n i s e  a  p a r t i c u l a r  p a t h o g e n  o r  v i r u s ,  c a p t u r e  a n d  
p r o c e s s  i t  i n t o  a n t i g e n i c  p e p t i d e s  c o m p l e x e d  w i t h  M H C  m o l e c u l e s  ( B a n c h e r e a u  a n d  
S t e i n m a n  1 9 9 8 ) .  V a r i o u s  ' d a n g e r  s i g n a l s ' ,  r e c o g n i s e d  b y  T L R s  a n d  o t h e r  r e c e p t o r s ,  
a c t i v a t e s  t h e  A P C ,  r e s u l t i n g  i n  p h e n o t y p i c  c h a n g e s  t o  i t s  c e l l  s u r f a c e ,  s u c h  a s ,  
i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  M H C  c l a s s  I  a n d  I 1  m o l e c u l e s  a n d  u p r e g u l a t i o n  o f  
c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  C D 8 0 ,  C D 8 6  a n d  C D 4 0  ( R e i s  e  S o u s a  2 0 0 4 ) .  T h i s  
a c t i v a t e d  A P C  t h e n  m i g r a t e s  t o  s e c o n d a r y  l y m p h o i d  o r g a n s ,  s u c h  a s  t h e  s p l e e n  a n d  
l y m p h  n o d e s ,  w h e r e  i t  c a n  p r e s e n t  t h e s e  a n t i g e n i c  f r a g m e n t s  t o  n a ' i v e  T  c e l l s .  I f  t h e  
n a ' i v e  T  c e l l  r e c o g n i s e s  t h i s  p a r t i c u l a r  a n t i g e n  a n d  r e c e i v e s  t h e  a p p r o p r i a t e  
c o s t i r n u l a t o r y  s i g n a l s  f r o m  t h e  A P C ,  s u c h  a s  t h o s e  g e n e r a t e d  f r o m  t h e  b i n d i n g  o f  
C D 8 0  a n d  C D 8 6  m o l e c u l e s  o n  t h e  A P C ,  t o  C D 2 8  m o l e c u l e s  o n  t h e  T  c e l l ,  i t  b e c o m e s  
a c t i v a t e d ,  t h e r e b y  i n i t i a t i n g  a n  i m m u n e  r e s p o n s e .  A l s o ,  T  c e l l s  e x p r e s s  c o r e c e p t o r s  
C D 4  a n d  C D 8  o n  t h e i r  s u r f a c e ,  w h i c h  b i n d  t o  i n v a r i a n t  s i t e s  o n  M H C  m o l e c u l e s ,  
i n c r e a s i n g  c e l l - c e l l  a d h e s i o n  a n d  s t r e n g t h e n i n g  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n .  A c t i v a t e d  T  c e l l s  
s e c r e t e  I L - 2 ,  w h i c h  p r o m o t e s  T  c e l l  g r o w t h  a n d  p r o l i f e r a t i o n  i n  a n  a u t o c r i n e  m a n n e r ,  
t h e r e b y  s u s t a i n i n g  t h e  T  c e l l  r e s p o n s e  ( J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  H o w e v e r ,  i f  t h e  
e n g a g e m e n t  o f  t h e  T C R  w i t h  i t s  p e p t i d e : M H C  c o m p l e x  ( s i g n a l  1 )  o c c u r s  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  c o s t i m u l a t i o n  ( s i g n a l  2 ) ,  t l u s  T  c e l l  c a n n o t  r e s p o n d  a n d  p r o l i f e r a t e  t o  i t s  
c o g n a t e  a n t i g e n ,  r e s u l t i n g  i n  T  c e l l  a n e r g y .  T h i s  e n a b l e s  s e l f  a n t i g e n s  e x p r e s s e d  b y  
t i s s u e  c e l l s  t o  i n d u c e  p e r i p h e r a l  T  c e l l  t o l e r a n c e ,  a s  o n l y  a c t i v a t e d  A P C s  e x p r e s s  t h e  
s t i m u l a t o r y  l i g a n d s  r e q u i r e d  f o r  s i g n a l  2 ,  t h u s  l i m i t i n g  t h e  a c t i v a t i o n  o f  a u t o r e a c t i v e  T  
c e l l s  a n d  a u t o i m m u n i t y  ( A p p l e m a n  a n d  B o u s s i o t i s  2 0 0 3 ) .  A f t e r  t h e  a c t i v a t e d  T  c e l l s  
h a v e  e l i c i t e d  t h e i r  r e s p o n s e ,  t h e y  n e e d  t o  b e  s w i t c h e d  o f f  t o  a v o i d  i m m u n o p a t h o l o g y .  
T h u s ,  t h e y  u p r e g u l a t e  i n h i b i t o r y  r e c e p t o r s ,  s u c h  a s  C T L A - 4  o n  t h e i r  c e l l  s u r f a c e ,  
w h i c h  h a s  a  h i g h e r  a f i i t y  f o r  C D 8 0  a n d  C D 8 6 ,  t h a n  t h e  a c t i v a t o r -  m o l e c u l e  C D 2 8  
d o e s ,  w h i c h  s h u t s  d o w n  t h e  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e  ( J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  
1 . 2 . 2 . 5  T  c e l l  e f f e c t o r  f u n c t i o n s  
1 . 2 . 2 . 5 . 1  C D 4 +  T  c e l l s  
C D 4 +  T  c e l l s  r e c o g n i s e  p e p t i d e  a n t i g e n s ,  p r e s e n t e d  t o  t h e m  b y  M H C  c l a s s  I 1  
m o l e c u l e s .  T h e i r  p r i m a r y  e f f e c t o r  f u n c t i o n ,  i s  t o  a c t i v a t e  o t h e r  i m m u n e  c e l l s ,  h e n c e  
t h e y  a r e  k n o w  a s  ' h e l p e r  T  c e l l s ' .  A f t e r  a c t i v a t i o n ,  n a i v e  C D 4 +  T  c e l l s  d i f f e r e n t i a t e  
i n t o  t w o  m a i n  e f f e c t o r  T  c e l l  s u b s e t s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  c y t o k i n e  m i l i e u  p r e s e n t  a t  t h e  
s i t e  o f  a c t i v a t i o n  ( O ' G a r r a  1 9 9 8 ) .  A c t i v a t e d  A P C s ,  s u c h  a s  d e n d r i t i c  c e l l s ,  c a n  s e c r e t e  
v a r i o u s  d i f f e r e n t  c y t o k i n e s  i n  r e s p o n s e  t o  a  p a r t i c u l a r  p a t h o g e n ,  w h c h  c a n  i n f l u e n c e  
T  c e l l  p o l a r i s a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  ( f i g u r e  1 . 1 0 ) .  P r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  s u c h  
a s  I L - 1 2 ,  c a n  d i r e c t  t h e  T  c e l l  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  a  T h l  c e l l ,  w h i c h  i s  c a p a b l e  o f  
s e c r e t i n g  l a r g e  a m o u n t s  I F N y  ( W a t f o r d  e t  a 1  2 0 0 3 ,  O ' G a r r a  1 9 9 8 ) .  I F N y  c a n  a c t i v a t e  
o t h e r  i m m u n e  c e l l s ,  s u c h  a s  N K  c e l l s  a n d  m a c r o p h a g e s ,  w h i c h  c a n  k i l l  i n t r a c e l l u l a r  
p a t h o g e n s .  S l r n i l a r i l y ,  I L - 4  p r o d u c t i o n  c a n  i n f l u e n c e  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  C D 4 +  T  
c e l l s ,  i n t o  T h 2  c e l l s ,  w h i c h  s e c r e t e  v a r i o u s  c y t o k i n e s ,  i n c l u d i n g  I L - 4 ,  I L - 5  a n d  I L - 1 3  
a n d  a r e  m a i n l y  i n v o l v e d  i n  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  e x t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n s  ( O ' G a r r a  1 9 9 8 ,  
J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  T h 2  c e l l s  p l a y  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  h u m o r a l  i m m u n i t y ,  t h r o u g h  B  
c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  a n t i b o d y  s e c r e t i o n .  I n  g e n e r a l ,  t h e  c y t o k i n e s  p r o d u c e d  b y  T h l  a n d  
T h 2  c e l l s  a n t a g o n i s e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  o p p o s i n g  e f f e c t o r  p h e n o t y p e .  A n  
i m m a t u r e  e f f e c t o r  c e l l ,  T h o ,  a l s o  e x i t s  a n d  i s  c a p a b l e  o f  s e c r e t i n g  b o t h  T h l  a n d  T h 2  
c y t o k i n e s  ( 0 '  G a r r a  1 9 9 8 ) .  F u r t h e r m o r e ,  a n o t h e r  C D 4 +  h e l p e r  T  c e l l  h a s  e m e r g e d  
r e c e n t l y ,  t h e  T h 1 7  c e l l .  I t s  d e v e l o p m e n t a l  p a t h w a y  i s  t h o u g h t  t o  b e  d i s t i n c t  f i - o m  T h l  
a n d  T h 2  c e l l s  a n d  i n v o l v e s  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  ( T G F ) - P 1  a n d  I L - 6  i n  
p r o m o t i n g  T h 1 7  d e v e l o p m e n t .  I L - 2 3  a l s o  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  c l o n a l  e x p a n s i o n  
o f t h i s  p o p u l a t i o n  ( M a n g a n  e t  a1 2 0 0 6 ) .  I L - 1 7  i s  p r o d u c e d  f i o m  t h i s  s u b s e t  a n d  i s  
i n v o l v e d  i n  m e d i a t i n g  i n f l a m m a t i o n  a n d  p r o v i d e s  d e f e n c e  a g a i n s t  e x t r a c e l l u l a r  
b a c t e r i a  ( D o n g  2 0 0 6 ,  T a t o  a n d  O ' S h e a  2 0 0 6 ,  M a n g a n  e t  a1 2 0 0 6 )  
T h l  
F i g u r e  1 . 1 0  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  d e v e l o p m e n t a l  p a t h w a y s  o f  T h  c e l l s .  
V i r u s  s p e c i f i c  C D 4 +  T  c e l l  r e s p o n s e s  p l a y  a  m a j o r  r o l e  i n  a n t i v i r a l  i m m u n i t y  t h r o u g h  
t h e  s e c r e t i o n  o f  c y t o k i n e s  a n d  t h e  a c t i v a t i o n  o f  e s s e n t i a l  p r o t e c t i v e  c e l l s  i n c l u d i n g  B  
c e l l s ,  N K  c e l l s ,  m a c r o p h a g e  a n d  C D 8 +  T  c e l l s  ( C o l l i e r  a n d  O x f o r d  2 0 0 6 ) .  I n  v i v o  
s t u d i e s  u s i n g  m i c e  d e p l e t e d  o f  C D 4 +  T  c e l l s  h a v e  h i g h l i g h t e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  
c e l l s  i n  v i r u s  e l i m i n a t i o n  a n d  c o n t r o l  ( H a r a n d i  e t  a1 2 0 0 1 ,  H o u  e t  a1 1 9 9 2 ) .  O n e  s u c h  
s t u d y  i n v e s t i g a t i n g  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  ( H S V )  2  i n f e c t i o n  i n  m i c e ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
C D 4 +  T  c e l l  d e f i c i e n t  m i c e  r e i n f e c t e d  w i t h  H S V  2 ,  s u c c u m b e d  t o  a  l e t h a l  i n f e c t i o n ,  
i m p l i c a t i n g  a  c r u c i a l  i n v o l v e m e n t  f o r  t h e s e  I F N y  s e c r e t i n g  C D 4 +  T  c e l l s  i n  v i r u s  
p r o t e c t i o n  ( H a r a n d i  e t  a1 2 0 0  1 ) .  V i r u s  s p e c i f i c  C D 4 +  T  c e l l s  c a n  a l s o  e n h a n c e  
a n t i b o d y  t i t r e s  i n  v i v o  ( B r o w n  e t  a 1  2 0 0 6 ) ,  s t r e n g t h e n i n g  t h e  h u m o r a l  i m m u n e  
r e s p o n s e .  
1 . 2 . 2 . 5 . 2  C D 8 +  T  c e l l s  
C D 8 +  T  c e l l s  r e c o g n i s e  p e p t i d e  a n t i g e n s ,  p r e s e n t e d  b y  M H C  c l a s s  I  m o l e c u l e s ,  o n  
A P C s .  T h e y  c a n  b e  a c t i v a t e d  d i r e c t l y  b y  t h e  A P C ,  i f  t h e  A P C  c a n  p r o v i d e  t h e  r e q u i r e d  
c o s t i m u l a t o r y  s i g n a l s ;  h o w e v e r ,  i f  t h e  A P C  e x p r e s s e s  l o w  l e v e l s  o f  c o s t i m u l a t o r y  
m o l e c u l e s ,  i t  c a n n o t  a c t i v a t e  n a y v e  C D 8 +  T  c e l l s ,  u n t i l  i t  r e c e i v e s  h e l p  f r o m  a r m e d  
C D 4 +  T  c e l l s ,  w h i c h  c a n  a c t i v a t e  a n d  u p r e g u l a t e  e x p r e s s i o n  o f  i t s  c o s t i m u l a t o r y  
m o l e c u l e s ,  t h e r e b y  e n a b l i n g  t h e  A P C  t o  a c t i v a t e  t h e  C D 8 +  T  c e l l .  T h e  a c t i v a t e d  
C D 8 +  T  c e l l  o r  c y t o t o x i c  T  l y m p h o c y t e  ( C T L )  c a n  s e c r e t e  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I F N y  
a n d  d i r e c t l y  k i l l  t a r g e t  c e l l s ,  s u c h  a s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  o r  t u m o u r  c e l l s  ( C o l l i e r  a n d  
O x f o r d  2 0 0 6 ,  J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  T h e s e  C T L s  s t o r e  e f f e c t o r  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  
p e r f o r i n  a n d  g r a n z y m e s  ( p r o t e a s e s )  i n  v e s i c l e s .  C T L s  i n d u c e  a p o p t o s i s  o f  t h e  t a r g e t  
c e l l ,  b y  r e l e a s i n g  t h e s e  e f f e c t o r  p r o t e i n s ,  p e r f o r i n  a n d  g r a n z y m e s  ( p r o t e a s e s ) ,  i n t o  t h e  
t a r g e t  c e l l .  P e r f o r i n  f o r m s  h o l e s  i n  t h e  t a r g e t  c e l l  m e m b r a n e ,  e n a b l m g  g r a n z y m e s  t o  
e n t e r ,  w h e r e  t h e y  c a n  a c t i v a t e  c a s p a s e s  i n  t h e  c e l l ,  l e a d i n g  t o  n u c l e a s e  a c t i v a t i o n  a n d  
D N A  d e g r a d a t i o n  ( R u s s e l  a n d  L e y  2 0 0 2 ) .  O t h e r  p a t h w a y s ,  s u c h  a s  t h e  F a s  p a t h w a y ,  
c a n  a l s o  i n d u c e  a p o p t o s i s  o f  t a r g e t  c e l l s .  C T L s  e x p r e s s  F a s  l i g a n d ,  w h i c h  b i n d s  t o  i t s  
r e c e p t o r ,  F a s  o n  t a r g e t  c e l l s ,  r e s u l t i n g  a g a i n  i n  c a s p a s e  a c t i v a t i o n  a n d  t a r g e t  c e l l  
k i l l i n g ,  f r o m  n u c l e a s e  i n d u c e d  D N A  d e g r a d a t i o n  ( J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  
C T L s  a r e  t h e  p r i n c i p a l  c e l l s  i n v o l v e d  i n  c o n t r o l l i n g  a n d  c l e a r i n g  m o s t  v i r a l  i n f e c t i o n s  
( C o l l i e r  a n d  O x f o r d  2 0 0 6 ) .  I n  t h e  c a s e  o f  r e s p i r a t o r y  v i r a l  i n f e c t i o n s ,  e f f e c t o r  C T L s  
c a n  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  l u n g s  7  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  o p t i m a l  l e v e l s  a p p e a r  b y  d a y  1 0  
( W o o d l a n d  2 0 0 3 ) .  L a c k  o f  C D 8 +  T  c e l l s  c a n  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  d e l a y e d  v i r a l  
c l e a r a n c e  a n d  e x a c e r b a t e d  i l l n e s s ,  w h i c h  h a s  m a i n l y  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  s t u d i e s  
i n v e s t i g a t i n g  C D 8 +  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  v i r u s  i n f e c t i o n s  i n  c l a s s  I  d e f i c i e n t  m i c e  ( H o u  
e t  a 1  1 9 9 2 ) .  
1 . 2 . 2 . 5 . 3  R e g u l a t o ~  T  c e l l s  
P r o t e c t i o n  f i o m  p a t h o g e n s  i s  a c h i e v e d  b y  e f f e c t o r  c e l l s ,  w h i c h  c a n  s e c r e t e  l a r g e  
a m o u n t s  o f  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  t h e r e b y  a c t i v a t i n g  o t h e r  i m m u n e  c e l l s  a n d  
s t r e n g t h e n i n g  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e .  H o w e v e r ,  t h i s  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  c a n  
d a m a g e  s e l f  t i s s u e s  a n d  s o  m u s t  b e  t i g h t l y  r e g u l a t e d  ( A r t a v a n i s - T s a k o n a s  e t  a l 2 0 0 3 ) .  
A l s o ,  a u t o r e a c t i v e  c e l l s  t h a t  c a n  r e s p o n d  a n d  b e c o m e  a c t i v a t e d  b y  s e l f  a n t i g e n s ,  p o s e  
a  t h r e a t  t o  t h a t  i n d i v i d u a l ,  i f  t h e  r e s p o n s e  i s  n o t  c o n t r o l l e d .  T h u s ,  t h e  i m m u n e  s y s t e m  
c o n t a i n s  s u b s e t s  o f  T  c e l l s ,  k n o w n  a s  r e g u l a t o r y  T  c e l l s ,  w h i c h  c a n  s u p p r e s s  o r  
r e g u l a t e  T  c e l l  r e s p o n s e s .  T h e s e  c e l l s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  a s ,  n a t u r a l  o r  i n d u c i b l e  
r e g u l a t o r y  T  c e l l s  ( S c h w a r t z  2 0 0 5 ,  M i l l s  2 0 0 4 ,  J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  
N a t u r a l  r e g u l a t o r y  T  ( T r e g )  c e l l s  d e v e l o p  i n  t h e  t h y m u s  a n d  s o  m a y  r e p r e s e n t  a  
d i s t i n c t  T  c e l l  p o p u l a t i o n  ( S c h w a r t z  2 0 0 5 ) .  T h e y  c a n  s u p p r e s s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  s e l f  
r e a c t i v e  T  c e l l s ,  t h r o u g h  m e c h a n i s m s  i n v o l v i n g  c e l l - c e l l  c o n t a c t  a n d  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  ( C o z z o  e t  a l 2 0 0 3 ) .  I n d u c i b l e  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  a r e  g e n e r a t e d  f i o m  n a Y v e  
T  c e l l s  i n  t h e  p e r i p h e r y  t h a t  h a v e  e n c o u n t e r e d  a n t i g e n  p r e s e n t e d  t o  t h e m  b y  s e m i -  
a c t i v a t e d  D C s .  T h e y  c a n  s u p p r e s s  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o f  e f f e c t o r  c e l l s ,  t h r o u g h  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  i m m u n o s u p p r e s s i v e  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I L - 1 0  a n d  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  
f a c t o r  ( T G F )  P .  I n d u c i b l e  T  r e g u l a t o r y  c e l l s  i n c l u d e ,  T r l  c e l l s ,  w h i c h  s e c r e t e  l a r g e  
a m o u n t s  o f  I L - 1 0  a n d  T h 3  c e l l s ,  w h i c h  s e c r e t e  T G F P  ( M i l l s  2 0 0 4 ) .  
D u r i n g  c e r t a i n  v i r a l  i n f e c t i o n s ,  s u c h  a s  H C V  a n d  H I V  i n f e c t i o n s ,  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  
c a n  a c t  a s  d o u b l e - e d g e d  s w o r d s  ( W e i s s  e t  a l 2 0 0 4 ,  B o e t t l e r  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  T h i s  
p h e n o m e n o n  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  d u r i n g  c h r o n i c  H C V  i n f e c t i o n s ,  
r e g u l a t o r y  T  c e l l s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  s u p p r e s s  v i r u s  s p e c i f i c  T  c e l l  r e s p o n s e s ,  t h u s  
p r o t e c t i n g  h o s t  c e l l s ;  h o w e v e r ,  c o n s e q u e n t l y  d a m p e n i n g  d o w n  e f f e c t o r  r e s p o n s e s ,  
l e a d i n g  t o  i n c r e a s e d  v i r a l  l o a d  a n d  p e r s i s t e n c e  ( B o e t t l e r  e t  a l 2 0 0 5 ) .  
1 . 3  D E N D R I T I C  C E L L S  
D e n d r i t i c  c e l l s  ( D C s )  a r e  s e n t i n e l s  o f t h e  i m m u n e  s y s t e m ,  l i n k i n g  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  
i m m u n i t y .  T h e y  a r e  p o t e n t  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  ( A P C s )  t h a t  c a n  r e g u l a t e  T  c e l l  
r e s p o n s e s .  D C s  a r e  d e r i v e d  f i o m  h e m a t o p o i e t i c  s t e m  c e l l s  i n  t h e  b o n e  m a r r o w ,  w h e r e  
t h e y  h n c t i o n  m a i n l y  i n  t h e  u p t a k e ,  t r a n s p o r t  a n d  p r o c e s s i n g  o f  p a t h o g e n i c  a n t i g e n s ,  
f o r  p r e s e n t a t i o n  t o  T  c e l l s .  I n  t h e i r  ' i m m a t u r e '  s t a t e ,  t h e y  c i r c u l a t e  p e r i p h e r a l  t i s s u e s ,  
s a m p l i n g  t h e  l o c a l  m i c r o e n v i r o n m e n t  f o r  p a t h o g e n s .  A f t e r  t h e y  e n c o u n t e r  a  p a t h o g e n ,  
t h r o u g h  v a r i o u s  r e c o g n i t i o n  r e c e p t o r s ,  s u c h  a s  T L R s ,  t h e y  m i g r a t e  t o  t h e  l y m p h  n o d e s  
a n d  p r o c e s s  t h e s e  p a t h o g e n i c  a n t i g e n s  a n d  p r e s e n t  t h e m  o n  M H C  m o l e c u l e s .  T h i s  
r e c o g n i t i o n  p r o c e s s  a c t i v a t e s  t h e  D C ,  w h i c h  a l s o  u p r e g u l a t e s  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  
o n  i t s  s u r f a c e  w h i c h  a r e  i m p o r t a n t  f o r  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  T h i s  m a t u r e  D C  i s  n o w  
c a p a b l e  o f  t r i g g e r i n g  a n  i m m u n e  r e s p o n s e ,  b y  p r e s e n t i n g  i t s  p e p t i d e : M H C  c o m p l e x  t o  
a  p a r t i c u l a r  T  c e l l ,  w h o s e  T C R  i s  s p e c i f i c  f o r  t h e  p e p t i d e : M H C  c o m p l e x  ( B a n c h e r e a u  
a n d  S t e i n m a n  1 9 9 8 ,  M a t z i n g e r  1 9 9 4 ,  J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 1 ,  B a n c h e r e a u  e t  a1 2 0 0 0 ) .  
1 . 3 . 1  A c t i v a t i o n  o f  d e n d r i t i c  c e l l s  
I m m a t u r e  D C s  e x p r e s s  v a r i o u s  T L R s  t h a t  r e c o g n i s e  c o n s e r v e d  m o l e c u l a r  p a t t e r n s  o n  
p a t h o g e n s  o r  P A M P s  ( f i g u r e  1 . 1  1 )  ( R e i s a  e  S o u s a  2 0 0 4 ) .  T h e y  c a n  a l s o  r e c o g n i s e  
p a t h o g e n s  b y  i n t r a c e l l u l a r  r e c e p t o r s ,  s u c h  a s  t h e  d s R N A  b i n d i n g  r e c e p t o r ,  p r o t e i n  
k i n a s e  R  ( P K R ) ,  w h i c h  r e c o g n i s e s  v i r a l  d s R N A  i n  t h e  h o s t  c e l l s  c y t o p l a s m  ( D i e b o l d  
e t  a1 2 0 0 3 ) .  T h i s  r e c o g n i t i o n  l e a d s  t o  t h e  a c t i v a t i o n  o f  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s ,  
r e s u l t i n g  i n  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  M H C  a n d  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  a n d  t h e  s e c r e t i o n  
o f  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I L - 1 2 ,  I L - 1 ,  I L - 1 5 ,  t y p e  I  I F N s ,  I L - 1 0 ,  I L - 6  a n d  T N F a  a n d  
v a r i o u s  c h e m o k i n e s ,  s u c h  a s  M I P 3  P ,  f i o m  t h e  D C  ( B a n c h e r e a u  a n d  S t e i n m a n  1  9 9 8 ,  
I w a s a k i  a n d  M e d z h i t o v  2 0 0 4 ,  C e l l a  e t  a1 1 9 9 9 ,  M o r e l l i  e t  a1 2 0 0 1 ,  M c G u n k  e t  a1 
2 0 0 2 ,  N g o  e t  a1 1 9 9 8 ) .  T h e s e  m a t u r e  D C s  a r e  m o r p h o l o g i c a l l y  a n d  p h e n o t y p i c a l l y  
d i s t i n c t  f i o m  i m m a t u r e  D C s ,  e x h i b i t i n g  a  v e i l e d - l i k e  a p p e a r a n c e ,  w h e n  v i e w e d  
m i c r o s c o p i c a l l y  a n d  u s u a l l y  e x p r e s s  h i g h  l e v e l s  o f  C D 4 0 ,  C D 8 6  a n d  C D 8 0  
c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  i n  a d d i t i o n  t o  s p e c i f i c  D C  m a t u r a t i o n  m a r k e r s ,  s u c h  a s  D C -  
S I G N ,  C D 8 3  a n d  D C - L A M P  ( V a n  K o o y k  a n d  G e i j t e n b e e k  2 0 0 3 ,  J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 1 ,  
B a n c h e r e a u  a n d  S t e i n r n a n  1 9 9 8 ) .  T h i s  a c t i v a t i o n  a l s o  u p r e g u l a t e s  c h e m o k i n e  
r e c e p t o r s ,  s u c h  a s  C C R 7  o n  t h e  s u r f a c e  o f  D C s ,  e n a b l i n g  t h e m  t o  m i g r a t e  t o  l y m p h  
n o d e s  ( F o r s t e r  e t  a1 1 9 9 9 ) .  O t h e r  i n n a t e  c e l l s ,  s u c h  a s  a c t i v a t e d  N K  c e l l s ,  N K T  c e l l s  
( r e c o g n i s e  g l y c o l i p i d s )  a n d  y 6 T  c e l l s  ( r e c o g n i s e  m i c r o b i a l  a n d  t u m o u r  a n t i g e n s )  c a n  
a c t i v a t e  D C s ,  t h r o u g h  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  c o n t a c t  d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s  
( f i g u r e  1 . 1  1 )  ( M u m  e t  a1 2 0 0 5 ,  D e g l i - E s p o s t i  a n d  S m y t h  2 0 0 5 ) .  T h e s e  m a t u r e  D C s  
c a n  t h e n  a c t i v a t e  naYve T  c e l l s ,  t h r o u g h  a n t i g e n - T C R  l i g a t i o n ,  c o s t i m u l a t i o n  a n d  
c y t o k i n e  s e c r e t i o n ,  e n a b l i n g  t h e m  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  e f f e c t o r  T  c e l l s ,  s u c h  a s  T h l ,  
T h 2  a n d  C T L s  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 5 ) .  T h e y  c a n  a l s o  a c t i v a t e  o t h e r  i m m u n e  c e l l s  s u c h  
a s  N K  c e l l s  a n d  y 6 T  c e l l s ,  t h r o u g h  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  a n d  d i r e c t  c e l l  c o n t a c t  ( D e g l i -  
E s p o s t i  a n d  S m y t h  2 0 0 5 ,  M u m  e t  a1 2 0 0 5 ) .  
P a t h o g e n  
F i g u r e  1 . 1 1  S i g n a l s  i n v o l v e d  i n  i n n a t e  d e n d r i t i c  c e l l  a c t i v a t i o n .  D C s  c a n  s e n s e  p o t e n t i a l  p a t h o g e n s  
o r  P A h 4 P s  t h r o u g h  T L R s  o r  e n d o g e n o u s  s i g n a l s  h o r n  i n f e c t e d  ' s e l f  t i s s u e .  T h e s e  s i g n a l s  a r e  d e t e c t e d  
d i r e c t l y  o r  i n d i r e c t l y  ( c y t o k i n e s )  b y  t h e  D C ,  r e s u l t i n g  i n  i t s  a c t i v a t i o n .  O t h e r  i n n a t e  c e l l s ,  s u c h  a s  N K  
c e l l s ,  N K T  c e l l s ,  y 6 T  c e l l s ,  m a c r o p h a g e  ( M 0 )  a n d  p o l y m o r p h o n u c l e o c y t e s  ( P M N )  c a n  a l s o  a c t i v a t e  
D C s .  
( T a k e n  f r o m  R e i s  e  S o u s a  2 0 0 4 )  
1 . 3 . 2  D e n d r i t i c  c e l l  s u b s e t s  
I n  m i c e ,  t h e r e  a r e  a t  l e a s t  t w o  d i s t i n c t  p a t h w a y s  f o r  D C  g e n e r a t i o n ,  m y e l o i d  a n d  
l y m p h o i d .  B o t h  m a t u r e  m y e l o i d  a n d  l y m p h o i d  D C s  e x p r e s s  h i g h  l e v e l s  o f  C D  1  1  c ,  
M H C  c l a s s  I 1  a n d  c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  C D 4 0 ,  C D 8 0  a n d  C D 8  6 .  M y e l o i d  p r e c u r s o r  
c e l l s  a p p e a r  t o  g i v e  r i s e  t o  a t  l e a s t  f i v e  D C  s u b t y p e s  i n  l y m p h o i d  t i s s u e  o f  u n i n f e c t e d  
m i c e .  T h e y  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d  f i - o m  e a c h  o t h e r  b a s e d  o n  t h e i r  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n ,  m a i n l y  b y  C D 4  a n d  C D 8  ( a n  a a  h o m o d i m e r  o n  D C s )  e x p r e s s i o n  o n  t h e i r  
c e l l  s u r f a c e .  C D ~ - C D ~ + C D  1  1  b + ,  C D ~ + C D ~ - C D ~  1  b +  a n d  C D 4 - C D 8 - C D l  l  b +  D C s  c a n  
b e  f o u n d  i n  t h e  s p l e e n  a n d  l y m p h  n o d e s .  L y m p h  n o d e s  a l s o  c o n t a i n  C D 4 - C D 8 -  
C D l  l b +  D C s ,  w h i c h  e x p r e s s  C D 2 0 5  ( s p e c i f i c  D C  m a r k e r )  a n d  t h e s e  D C s  a r e  t h o u g h t  
t o  b e  t h e  m a t u r e  f o r m  o f  t i s s u e  i n t e r s t i t i a l  D C s .  A l s o ,  s k i n  d r a i n i n g  l y m p h  n o d e  D C s  
e x p r e s s  t h e  s a m e  m a r k e r s  a s  t h e  i n t e r s t i t i a l  D C s ,  b u t  a l s o  e x p r e s s  l a n g e r i n  a n d  s o  a r e  
b e l i e v e d  t o  b e  t h e  m a t u r e  f o r m  o f  e p i d e r m a l  L a n g e r h a n s  c e l l s .  C D ~ - C D ~ + C D ~  l b -  
~ ~ 2 0 5 '  D C  p o p u l a t i o n  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  t h y m u s ,  h o w e v e r ,  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  
t h e s e  D C s  c a n  b e  f o u n d  i n  t h e  s p l e e n  a n d  l y m p h  n o d e s .  L a s t l y ,  p l a s m a c y t o i d  D C s  
( p D C s ) ,  w h i c h  a r e  t h o u g h t  t o  b e  l y m p h o i d  d e r i v e d ,  e x p r e s s  C D 1 1 c 1 ~ ~ 2 2 0 +  ( C D 4 5 )  
a n d  a l t e r n a t i v e  l e v e l s  o f  C D 4  a n d  C D 8  i n  t h e i r  i m m a t u r e  s t a t e .  I n  g e n e r a l ,  t h e r e  e x i s t s  
a  l a r g e  d e g r e e  o f  h n c t i o n a l  p l a s t i c i t y  b e t w e e n  m y e l o i d  a n d  l y m p h o i d  d e r i v e d  D C s ,  a s  
b o t h  p r e c u r s o r  p o p u l a t i o n s  c a n  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  m y e l o i d  D C s  ( m D C s )  a n d  p D C s  
( S h o r t m a n  a n d  L i u  2 0 0 2 ,  B a n c h e r e a u  e t  a1 2 0 0 0 ,  T r a v e r  e t  a1 2 0 0 0 ) .  
I n  h u m a n s ,  b l o o d  i s  a  m a j o r  s o u r c e  o f  D C s  a n d  c o n t a i n s  t w o  m a i n  s u b s e t s ,  m y e l o i d  
d e r i v e d  D C s  ( m D C s )  a n d  l y m p h o i d  d e r i v e d  p l a s m a c y t o i d  D C s  ( p D C s ) ,  w h i c h  a r e  
C D l  l c '  a n d  C D 1 1 c - ,  r e s p e c t i v e l y .  V e r y  f e w  l y m p h o i d  D C s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  
h u m a n s  a n d  t h o s e  D C s  t h a t  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  s h o w  v a r y i n g  e x p r e s s i o n  o f  C D 4 ,  
C D l  1  b  a n d  C D l  1  c  m a r k e r s .  M o s t  h u m a n  t h y m i c  D C s  r e s e m b l e  m o u s e  C D ~ +  t h y m i c  
D C s  a n d  e x p r e s s  C D  1  1  C ' C D ~  1  ~ - c D ~ ~ R o "  p h e n o t y p e ,  b u t  a p p e a r  t o  l a c k  m a n y  
m y e l o i d  m a r k e r s .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e s e  p r i m a r y  D C  p o p u l a t i o n s ,  m o n o  c y t e s  ( C D  1 4 + )  
a n d  C D 3 4 +  h e m a t o p o i e t i c  c e l l s  a r e  p r e c u r s o r  c e l l s  t h a t  c a n  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  
i m m a t u r e  D C s  i n  v i t r o ,  w i t h  v a r i o u s  c y t o l u n e s ,  i n c l u d i n g  g r a n u l o  c y t  e - m a c r o  p h a g e  
c o l o n y - s t i m u l a t i n g  f a c t o r  ( G M - C S F ) ,  I L - 4  a n d  t y p e  I  I F N s .  A s  t h e s e  p r e c u r s o r  c e l l s  
a r e  r e l a t i v e l y  e a s y  t o  o b t a i n  i n  h i g h  n u m b e r s ,  c o m p a r e d  t o  p r i m a r y  D C  s u b s e t s ,  s u c h  
a s  i m m a t u r e  b l o o d  D C s ,  t h e s e  c y t o k i n e  g e n e r a t e d  D C s  a r e  f r e q u e n t l y  u s e d  i n  i n  v i t r o  
a s s a y s  t o  a s s e s s  D C  h n c t i o n  ( I t o  e t  a 1  2 0 0 5 ,  S h o r t m a n  a n d  L i u  2 0 0 2 ,  B a n c h e r e a u  e t  
a 1  2 0 0 0 ) .  
1 . 3 . 2 . 1  M y e l o i d  d e n d r i t i c  c e l l s  
H u m a n  m D C s  e x p r e s s  m y e l o i d  l i n e a g e  s u r f a c e  m a r k e r s  s u c h  a s  C D l  1  c ,  C D l  1  b  a n d  
C D 3 3 .  T h e y  n o t  o n l y  d i f f e r  p h e n o t y p i c a l l y  f i o m  p D C s  b u t  a l s o  f u n c t i o n a l l y .  T h e y  
e x p r e s s  d i f f e r e n t  T L R s ,  e n a b l i n g  t h e m  t o  r e c o g n i s e  a n d  r e s p o n d  t o  d i f f e r e n t  
p a t h o g e n s  c o m p a r e d  t o  p D C s .  M o s t  m D C s  e x p r e s s  a  v a r i e t y  o f  r e c e p t o r s ,  i n c l u d i n g  
T L R  1 ,  2 ,  3 ,  4 ,  5  a n d  8 ,  w h i c h  a r e  m a i n l y  i n v o l v e d  i n  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  b a c t e r i a l  
c o m p o n e n t s  a n d  v i r a l  p r o d u c t s  ( K a d o w a k i  e t  a 1  2 0 0 1 ,  I w a s a k i  a n d  M e d z h i t o v  2 0 0 4 ) .  
T h e y  a r e  p o t e n t  A P C s  w i t h  s t r o n g  e n d o c y t i c  a b i l i t i e s  a n d  a r e  v e r y  e f f i c i e n t  a t  
p r o c e s s i n g  a n d  p r e s e n t i n g  a n t i g e n s  t o  T  c e l l s .  O n c e  a c t i v a t e d ,  t h e y  m a i n l y  d r i v e  t h e  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  n a i v e  T  c e l l s  t o w a r d s  T h l  c e l l s ,  t h r o u g h  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I L -  1 2 .  H o w e v e r ,  c e r t a i n  p a t h o g e n s ,  s u c h  a s  
e x t r a c e l l u l a r  p a r a s i t e s ,  i n d u c e  m D C s  t o  s e c r e t e  T h 2  c y t o k i n e s  t h a t  d r i v e  T h 2  c e l l  
d e v e l o p m e n t  ( D e J o n g  e t  a 1  2 0 0 2 ,  I t o  e t  a 1  2 0 0 5 ,  O ' G a r r a  1 9 9 8 ) .  
1 . 3 . 2 . 2  P l a s m a c y t o i d  d e n d r i t i c  c e l l s  
H u m a n  p l a s m a c y t o i d  D C s  a r e  s p e c i a l i s e d  c e l l s  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  l a r g e  a m o u n t s  o f  
t y p e  I  I F N s  i n  r e s p o n s e  t o  v i r u s e s  a n d  s o  a r e  o R e n  r e f e r r e d  t o  a s  ' i n t e r f e r o n  p r o d u c i n g  
c e l l s '  ( I P C s ) .  T h e y  e x p r e s s  h i g h  l e v e l s  o f  I L - 3  r e c e p t o r  a  c h a i n  ( C D 1 2 3 )  a n d  l a c k  
m y e l o i d  m a r k e r s ,  s u c h  a s  C D l  1  c  a n d  C D l  1  b  a n d  s o  a r e  c h a r a c t e r i z e d  a s  
C D ~ + C D ~ ~ R A + C D ~  2 3 ' 1 ~ ~ 3 ' 1 ~ ~ 1 -  c e l l s .  T h e y  a l s o  e x p r e s s  a d d i t i o n a l  d i s t i n g u i s h m g  
m a r k e r s  s u c h  a s  b l o o d  d e n d r i t i c  c e l l  a n t i g e n  ( B D C A ) - 2  a n d  B D C A - 4 ,  w h i c h  a r e  
u n i q u e  t o  h u m a n  p D C s  ( B a r c h e t  e t  a 1  2 0 0 5 ,  C o l o n n a  e t  a 1  2 0 0 4 ,  L u i  2 0 0 5 ,  M c K e n n a  
e t  a 1  2 0 0 5 ) ) .  T h e  d e v e l o p m e n t a l  p a t h w a y  f o r  p D C s  i s  s t i l l  u n c l e a r ,  b u t  F l t - 3  l i g a n d  
( F l t - 3 L )  i s  t h o u g h t  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  p D C s  f i o m  h e m a t o p o i e t i c  s t e m  
c e l l s  i n  b o t h  h u m a n s  a n d  m i c e  a n d  i n  v i t r o  t h e s e  c e l l s  c a n  s u r v i v e  a n d  d i f f e r e n t i a t e  
i n t o  m a t u r e  p D C s ,  b y  a d d i t i o n  o f  I L - 3  a n d  C D 4 0 L ,  r e s p e c t i v e l y  ( B l o m  e t  a 1  2 0 0 0 ,  
G i l l e t  e t  a1 2 0 0 2 ,  G r o u a r d  e t  a1 1 9 9 7 ) .  T h e y  e x p r e s s  T L R 7 ,  T L R 8  a n d  T L R 9 ,  
e q u i p p i n g  p D C s  w i t h  t h e  s e n s o r s  n e c e s s a r y  t o  d e t e c t  v i r a l  p a t h o g e n s  ( L u i  2 0 0 5 ,  
K a d o w a k i  e t  a1 2 0 0 1 ) .  O n c e  a c t i v a t e d ,  t h e y  s e c r e t e  l a r g e  a m o u n t s  o f  t y p e  I  I F N s ,  
n e c e s s a r y  f o r  a n t i v i r a l  i m m u n i t y  a n d  a c t i v a t i o n  o f  o t h e r  A P C s  a n d  N K  c e l l s  ( C o l l i e r  
a n d  O x f o r d  2 0 0 6 ,  G u i d o t t i  a n d  C h i s a r i  2 0 0 0 ,  W a l l a c e  a n d  S m y t h  2 0 0 5 ) .  F r e s h l y  
i s o l a t e d  p D C s  a r e  n o t  a s  p o t e n t  A P C s  a s  m D C s ,  a s  t h e y  h a v e  p o o r  e n d o c y t i c  a b i l i t i e s  
a n d  s o  a r e  w e a k  i n d u c e r s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( G r o u a r d  e t  a1 1 9 9 7 ) .  T h u s ,  i t  i s  n o t  
c l e a r  w h e t h e r  t h e y  c a n  a c t i v a t e  naYve T  c e l l s  d i r e c t l y .  H o w e v e r ,  t h e y  c a n  i n d u c e  
e x p a n s i o n  o f  m e m o r y  T  c e l l s  ( K r u g  e t  a1 2 0 0 3 ) .  A l s o ,  a c t i v a t e d  p D C s  c a n  i n d u c e  t h e  
p r o l i f e r a t i o n  o f  a n t i g e n  s p e c i f i c  T  c e l l s ,  s u c h  a s  i n f l u e n z a  s p e c i f i c  C D 4 + T  c e l l s  i n  
v i t r o  a n d  d i r e c t  T h l  p o l a r i s a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  ( C e l l a  e t  a1 2 0 0 0 ) .  
L a s t l y ,  a  n e w  m o u s e  D C  s u b s e t  h a s  e m e r g e d  r e c e n t l y ,  k n o w n  a s  t h e  i n t e r f e r o n -  
p r o d u c i n g  k i l l e r  d e n d r i t i c  c e l l  ( I K D C ) .  T h i s  D C  s u b s e t  i s  d i s t i n c t  f i - o m  m D C s  o r  
p D C s  a s  i t  a l s o  e x p r e s s e s  N K  c e l l  a c t i v a t o r y  m a r k e r s ,  s u c h  a s  N K G 2 D ,  i n  a d d i t i o n  t o  
D C  m a r k e r s .  O n c e  a c t i v a t e d  t h r o u g h  v a r i o u s  T L R s ,  s u c h  a s  T L R 9 ,  t h e y  c a n  k i l l  t a r g e t  
c e l l s  d i r e c t l y  u s i n g  a c t i v a t o r y  r e c e p t o r s ,  m u c h  i n  t h e  s a m e  w a s  a s  N K  c e l l s  c a n  i n d u c e  
c y t o t o x i c i t y  o f  t a r g e t  c e l l s .  T h e s e  c e l l s  c a n  a l s o  s e c r e t e  t y p e  I  I F N s ,  I F N y  a n d  I L - 1 2  
u p o n  s t i m u l a t i o n .  A f t e r  i n d u c i n g  c y t o t o x i c i t y ,  t h e s e  c e l l s  w e r e  f o u n d  t o  l o s e  
e x p r e s s i o n  o f  N K  c e l l  a c t i v a t o r y  m a r k e r s  a n d  t o  g a i n  e x p r e s s i o n  o f  M H C  c l a s s  I 1  a n d  
c o s t i t n u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  a s s o c i a t e d  w i t h  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n .  T h u s ,  t h e s e  u n i q u e  
I K D C s  a r e  c a p a b l e  o f  d i r e c t l y  k i l l i n g  t a r g e t  c e l l s  a n d  t h e n  d i f f e r e n t i a t i n g  i n t o  h i g h l y  
p o t e n t  A P C s  t h a t  c a n  a c t i v a t e  T  c e l l s  ( C h a n  e t  a1 2 0 0 6 ) .  
1 . 3 . 3  D e n d r i t i c  c e l l s  a n d  T  c e l l  t o l e r a n c e  
I n  a d d i t i o n  t o  t h e i r  p o t e n t  a b i l i t y  t o  a c t i v a t e  T  c e l l s ,  D C s  a l s o  p e r f o r m  
i r n m u n o r e g u l a t o r y  f u n c t i o n s ,  t h r o u g h  t h e  i n d u c t i o n  o f  T  c e l l  t o l e r a n c e .  I n  t h e  t h y m u s ,  
D C s  p r e s e n t  s e l f  a n t i g e n s  t o  i m m a t u r e  T  c e l l s ,  w h e r e  t h e y  c a n  e i t h e r  b e  d e l e t e d  
( n e g a t i v e  s e l e c t i o n )  o r  s e l e c t e d  ( p o s i t i v e  s e l e c t i o n )  t o  s u r v i v e  a n d  d e v e l o p  i n t o  m a t u r e  
T  c e l l s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e i r  b i n d i n g  a f l i n i t y  f o r  t h e  s e l f  a n t i g e n .  T h i s  h e l p s  t o  p r e v e n t  
s e l f  r e a c t i v e  T  c e l l s  f r o m  e n t e r i n g  t h e  c i r c u l a t o r y  s y s t e m ,  t h e r e b y  l i m i t i n g  
a u t o i m m u n i t y .  A l s o ,  i m m a t u r e  D C s  c a n  p e r f o r m  a  s i m i l a r  f u n c t i o n  i n  p e r i p h e r a l  
t i s s u e s .  I m m a t u r e  D C s  e x p r e s s  l o w  l e v e l s  o f  M H C  c l a s s  11 a n d  c o s t i m u l a t o r y  
m o l e c u l e s  a n d  c a n  c a p t u r e  a n d  p r e s e n t  s e l f  a n t i g e n s  d e r i v e d  f r o m  t i s s u e s  o r  a p o p t o t i c  
c e l l s ,  i n  t h e  p e r i p h e r y .  T h i s  c a n  i n d u c e  p e r i p h e r a l  t o l e r a n c e ,  p o s s i b l y  r e s u l t i n g  f r o m  T  
c e l l  a n e r g y  ( B a n c h e r e a u  a n d  S t e i n m a n  1 9 9 8 ,  J a n e w a y  e t  a 1  2 0 0 1 ,  L u t z  a n d  S c h u l e r  
2 0 0 2 ) .  
D e n d r i t i c  c e l l s  c a n  a l s o  r e g u l a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s ,  t h r o u g h  t h e  i n d u c t i o n  o f  
r e g u l a t o r y  T  c e l l s .  D C  s u b s e t s  t h a t  a r e  o n l y  p a r t i a l l y  a c t i v a t e d ,  e x p r e s s i n g  h i g h  l e v e l s  
o f  M H C  c l a s s  I 1  m o l e c u l e s  a n d  s o m e  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  b u t  s e c r e t i n g  l i t t l e  o r  
n o  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  e x h i b i t  a  ' s e m i '  m a t u r e  p h e n o t y p e .  T h i s  s e m i  m a t u r e  
D C  p h e n o t y p e  c a n  b e  i n d u c e d  b y  c e r t a i n  p a t h o g e n s ,  s u c h  a s  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
b a c t e r i a  B o r d e t e l l a p e r t u s s i s ,  w h i c h  s t i m u l a t e  t h e s e  D C s  t o  s e c r e t e  I L - 1 0  a n d  p r o m o t e  
t h e  i n d u c t i o n  o f  T r l  c e l l s  t h a t  c a n  s u p p r e s s  T  c e l l  r e s p o n s e s  ( L u t z  a n d  S c h u l e r  2 0 0 2 ,  
M i l l s  2 0 0 4 ,  M c G u i r k  e t  a1 2 0 0 2 ) .  T h u s ,  s e m i  m a t u r e  D C s  c a n  i n d u c e  T  c e l l  t o l e r a n c e  
t h r o u g h  t h e  g e n e r a t i o n  o f  r e g u l a t o r y  T  c e l l s .  
1 . 4  I M M U N I T Y  T O  R E S P I R A T O R Y  V I R U S E S :  H U M A N  
P A R A I N F L U E N Z A  V I R U S E S  A N D  I N F L U E N Z A  
V I R U S  
1 . 4 . 1  I m m u n i t y  t o  H P I V  
T h e  m e c h a n i s m s  o f  v i r a l  c l e a r a n c e  a n d  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V  a r e  u n c l e a r .  
H o w e v e r ,  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  H P I V  a r e  p r o d u c e d ,  m a i n l y  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  t w o  m a j o r  
v i r a l  e n v e l o p e  p r o t e i n s ,  H N  a n d  F .  T h e  m a j o r i t y  o f  s e r u m  a n t i b o d i e s  p r o d u c e d  a g a i n s t  
t h e s e  g l y c o p r o t e i n s ,  a r e  I g G  a n t i b o d i e s  a n d  I g A  a n t i b o d i e s  a r e  f o u n d  i n  t h e  m u c o s a .  
T h e s e  a n t i b o d i e s  p r o t e c t  a g a i n s t  u p p e r  a n d  l o w e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i n f e c t i o n s  
( H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ,  C h a n o c k  2 0 0  1 ,  J u l k u n e n  e t  a 1  1  9 8 4 ) .  A l s o ,  c y t o t o x i c  T  c e l l s ,  t h a t  
c a n  k i l l  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s ,  a p p e a r  t o  b e  i m p o r t a n t  i n  t h e  c l e a r a n c e  o f  v i r u s  f i o m  t h e  
l o w e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t ,  e s p e c i a l l y  d u r i n g  H P I V 3  i n f e c t i o n s  ( H e n d e r s o n  1  9 8  1 ) .  T h i s  
c e l l  m e d i a t e d  i m m u n i t y  i s  a l s o  i m p o r t a n t  f o r  r e c o v e r y  f i o m  v i r a l  i n f e c t i o n ,  a s  H P I V 3  
i n f e c t e d  i n f a n t s ,  w i t h  a  s e v e r e  T  c e l l  d e f i c i e n c y ,  c a n  l e a d  t o  a  f a t a l  c a s e  o f  p n e u m o n i a  
( C h a n o c k  2 0 0 1 ) .  T h e r e f o r e ,  t h i s  l a c k  o f  c e l l u l a r  i m m u n i t y  a p p e a r s  t o  e x a c e r b a t e  t h e  
d i s e a s e ,  e m p h a s i s i n g  t h e  i m p o r t a n t  r o l e  o f  T  c e l l s  i n  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  v i r a l  
i n f e c t i o n s .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  a d e q u a t e  p r o t e c t i o n  a p p e a r s  t o  b e  m o u n t e d  a g a i n s t  
H P I V ,  n o  l o n g  l a s t i n g  i m m u n i t y  t o  t h e s e  v i r u s e s  e v e r  d e v e l o p s  ( H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ) .  
T h u s ,  r e i n f e c t i o n  w i t h  H P I V  c a n  o c c u r  t h r o u g h o u t  l i f e ,  s u g g e s t i n g  a  l a c k  o r  
d e f i c i e n c y  i n  i m m u n o l o g i c a l  m e m o r y .  
1 . 4 . 2  M o d u l a t i o n  o f  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e s  b y  H P I V  
H P I V  c a n  m o d u l a t e  c e r t a i n  a s p e c t s  o f  t h e  i m m u n e  s y s t e m ,  t h e r e b y  e n h a n c i n g  i t s  o w n  
s u r v i v a l .  H P I V 3  c a n  i n f e c t  d e n d r i t i c  c e l l s ,  l e a d i n g  t o  l i m i t e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  
( P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0 1 ) ,  w h c h  i s  i m p o r t a n t  f o r  v i r a l  c l e a r a n c e  a n d  i n d u c i n g  
m e m o r y  T  c e l l s .  M o r e o v e r ,  t h i s  v i r u s  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  I L - 1 0  s e c r e t i o n  
f i o m  v i r u s  i n f e c t e d  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s ,  w h i c h  i s  a  p o t e n t  
i m m u n o r e g u l a t o r y  c y t o k i n e  t h a t  c a n  I n h i b i t  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( S i e g  e t  a 1  1  9 9 6 ) .  
A l s o ,  H P I V  c a n  i n t e r f e r e  w i t h  s i g n a l l i n g  c o m p o n e n t s  o f  t h e  i n t e r f e r o n  p a t h w a y  
( Y o u n g  e t  a1 2 0 0 0 ) ,  w h i c h  m a y  a f f e c t  i n t e r f e r o n  p r o d u c t i o n  a n d  a n t i v i r a l  i m m u n i t y .  
T h u s ,  H P I V  m o d u l a t i o n  o f  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e s ,  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  f i e q u e n t  
i n f e c t i o n  r a t e  a n d  l a c k  o f  l i f e l o n g  i m m u n i t y ,  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V .  
1 . 4 . 3  P r e v e n t i o n  a n d  c o n t r o l  o f  H P I V  i n f e c t i o n s  
A s  o f  y e t ,  t h e r e  i s  n o  l i c e n s e d  H P I V  v a c c i n e .  H o w e v e r ,  t h e  l i v e  a t t e n u a t e d  H P I V 3  
v a c c i n e  i s  s h o w i n g  c o n s i d e r a b l e  p r o m i s e ,  a s  i t  c a n  i n d u c e  g o o d  h u m o r a l  i m m u n e  
r e s p o n s e s  i n  s e r o n e g a t i v e  c h i l d r e n  ( B e l s h e  e t  a1 2 0 0 4 ) .  A l s o ,  n o  a n t i v i r a l  d r u g s  h a v e  
b e e n  a p p r o v e d  y e t  t o  t r e a t  H P I V  i n f e c t i o n s .  H o w e v e r ,  r i b a v i r i n ,  w h i c h  i s  a  d r u g  t h a t  
c a n  h b i t  v i r a l  p o l y m e r a s e  a c i t i v i t y ,  a n d  t h e  n e u r a m i n i d a s e  i n h i b i t o r ,  z a n a m i v i r ,  
e x h i b i t e d  i n  v i t r o  a n t i v i r a l  a c t i v i t y  a g a i n s t  H P I V  ( A b e d  a n d  B o i v i n  2 0 0 6 ,  H e n r i c k s o n  
2 0 0 3 ) .  T h u s ,  p r o g r e s s  i n  t h i s  a r e a  i s  e v i d e n t  a n d  w i l l  h o p e f u l l y  p r o v i d e  n e w  t h e r a p i e s  
t o  t r e a t  H P I V  i n f e c t i o n s  i n  f u t u r e  y e a r s .  
1 . 4 . 4  I m m u n i t y  t o  i n f l u e n z a  v i r u s  
I n f l u e n z a  v i r u s  c a n  i n d u c e  r o b u s t  i m m u n e  r e s p o n s e s .  I t  s t i m u l a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
a n t i b o d i e s  t o  s p e c i f i c  H A  a n d  N A  a n t i g e n s  o f  t h e  v i r u s ,  w h i c h  i s  t h e  m a i n  m e t h o d  o f  
e n s u i n g  p r o t e c t i o n  t o  t h e  h o s t .  T h e s e  a n t i b o d i e s  c a n  n e u t r a l i s e  v i r u s  g r o w t h  a n d  
i n c l u d e  p r i n c i p a l l y ,  m u c o s a l  I g A  a n d  s e r u m  I g G  a n t i b o d i e s .  C D 4 +  T  c e l l s  a l s o  h e l p  t o  
p r o m o t e  h i g h  q u a l i t y  a n t i b o d y  r e s p o n s e s ,  t h r o u g h  t h e i r  a c t i v a t i o n  o f  B  c e l l s  a n d  
r e g u l a t i o n  o f  a n t i b o d y  c l a s s  s w i t c h i n g ,  t h r o u g h  c y t o k i n e  s e c r e t i o n s .  C y t o t o x i c  T  
l y m p h o c y t e s  c a n  r e c o g n i s e  i n f l u e n z a  v i r a l  p e p t i d e s ,  s u c h  a s  t h o s e  g e n e r a t e d  f i o m  H A ,  
N P ,  M  a n d  P B 2  v i r a l  a n t i g e n s ,  p r e s e n t e d  t o  t h e m  b y  M H C  c l a s s  I  m o l e c u l e s  a n d  k i l l  
i n f e c t e d  c e l l s  d i r e c t l y .  T h e s e  c e l l s  h e l p  t o  e l k a t e  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  f i - o m  t h e  
l u n g s .  A l s o ,  e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  c a n  s e c r e t e  v a r i o u s  c y t o k i n e s ,  s u c h  
a s  i n t e r f e r o n  a ,  w h i c h  c a n  a c t i v a t e  n a t u r a l  k i l l e r  c e l l s ,  e n a b l i n g  t h e m  t o  k i l l  v i r u s  
i n f e c t e d  c e l l s  ( D o h e r t y  e t  a1 2 0 0 6 ,  W r i g h t  a n d  W e b s t e r  2 0 0 1 ,  H i l l e m a n  2 0 0 2 ) .  T h e s e  
e f f e c t o r  m e c h a n i s m s  h e l p  t o  e r a d i c a t e  t h e  v i r u s  a n d  p r o t e c t  t h e  h o s t  c e l l .  A l s o ,  r e -  
e x p o s u r e  o f  t h e  h o s t  t o  t h e  s a m e  v i r u s  s t r a i n  i n d u c e s  r o b u s t  m e m o r y  r e s p o n s e s .  T h u s ,  
i n f l u e n z a  c a n  i n s t i l l  l i f e l o n g  i m m u n i t y  t o  t h e  h o s t ,  p r o v i d e d  t h a t  t h e  v i r u s  d o e s  n o t  
m u t a t e  t o  f o r m  a  n e w  v i r a l  s t r a i n ,  w h c h  i s  n o t  r e c o g n i s e d  b y  t h e  h o s t s  i m m u n e  
s y s t e m  ( W r i g h t  a n d  W e b s t e r  2 0 0 1 ) .  
1 . 4 . 5  M o d u l a t i o n  o f  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e s  b y  i n f l u e n z a  v i r u s  
I n f l u e n z a  A  v i r u s  c a n  m u t a t e ,  p r o d u c i n g  n e w  v i r a l  s t r a i n s ,  s o  a s  t o  a v o i d  d e t e c t i o n  b y  
t h e  i m m u n e  s y s t e m .  T h i s  a t t r i b u t e  i s  a c h i e v e d  b y  t h e  v i r a l  H A  a n d  N A  p r o t e i n s ,  
t h r o u g h  t w o  t y p e s  o f  a n t i g e n i c  v a r i a t i o n ,  a n t i g e n i c  d r i f t  a n d  a n t i g e n  s h i f t .  A n t i g e n i c  
d r i f t ,  r e s u l t s  i n  m i n o r  c h a n g e s  t o  t h e  v i r u s ,  o c c u r i n g  f r o m  a  s e r i e s  o f  p o i n t  m u t a t i o n s  
t o  t h e  a n t i g e n i c  H A  a n d  N A  p r o t e i n s ,  w h i c h  c a n  g e n e r a t e  n e w  a m i n o  a c i d s  w i t h i n  
t h e s e  a n t i g e n i c  m o l e c u l e s ,  r e n d e r i n g  c i r c u l a t o r y  a n t i b o d i e s  t h a t  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  
p r o d u c e d  b y  t h e  h o s t  c e l l  i n  r e s p o n s e  t o  i n f l u e n z a ,  i n e f f e c t i v e  a g a i n s t  t h i s  n e w  v i r a l  
s t r a i n  ( W r i g h t  a n d  W e b s t e r  2 0 0 1 ) .  A n t i g e n i c  s h i f t  o c c u r s  w h e n  n o v e l  s u b t y p e s  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  t h a t  n o r m a l l y  o n l y  i n f e c t  b i r d s  o r  p i g s ,  a r e  t r a n s m i t t e d  t o  h u m a n s .  T h i s  
r e a s s o r t m e n t  l e a d s  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  n e w  i n f l u e n z a  v i r u s  i n  t h e  h u m a n  
p o p u l a t i o n ,  c o n t a i n i n g  a  n o v e l  H A  o r  H A  a n d  N A ,  d e r i v e d  f i o m  a  m i x t u r e  o f  R N A  
s e g m e n t s  f i o m  b o t h  p a r e n t a l  s t r a i n s .  T h e s e  n e w  v i r u s e s  c a n  i n f e c t  a n d  b e  t r a n s m i t t e d  
r a p i d l y ,  t h r o u g h  t h i s  i m m u n o l o g i c a l l y  s u s c e p t i b l e ,  h u m a n  p o p u l a t i o n  a n d  a r e  
r e s p o n s i b l e  f o r  p a n d e m i c s  w o r l d w i d e  ( W e b b y  a n d  W e b s t e r  2 0 0 1 ,  C o x  a n d  S u b b a r a o  
1 9 9 9 ,  W r i g h t  a n d  W e b s t e r  2 0 0 1 ) .  T h u s ,  b o t h  t y p e s  o f  a n t i g e n i c  v a r i a t i o n  e n a b l e  t h e  
v i r u s  t o  s u r v i v e ,  b y  e v a d i n g  i m m u n e  d e t e c t i o n .  
I n f l u e n z a  v i r u s e s  c a n  a l s o  m o d u l a t e  c e r t a i n  a s p e c t s  o f  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e .  T h e  v i r a l  
N S  1  p r o t e i n  o f  i n f l u e n z a  p e r f o r m s  a  v a r i e t y  o f  f u n c t i o n s  t o  s u p p r e s s  t h e  i m m u n e  
r e s p o n s e ,  s u c h  a s  i n h i b i t i o n  o f  t y p e  1  i n t e r f e r o n s  ( i n t e r f e r o n  a  a n d  P )  s e c r e t i o n  f i o m  
d e n d r i t i c  c e l l s ,  w h i c h  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  i n i t i a t i n g  a n t i v i r a l  i m m u n i t y  ( F e r n a n d e z -  
S e s m a  e t  a1 2 0 0 6 ) .  A l s o ,  t h e  N S 1  p r o t e i n  c a n  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  a n t i v i r a l  i m m u n e  
r e s p o n s e  i n d u c e d  b y  t h e  i n t e r f e r o n s ,  a s  i t  c a n  b i n d  o r  s e q u e s t e r  d o u b l e - s t r a n d e d  R N A ,  
p r o d u c e d  d u r i n g  v i r a l  r e p l i c a t i o n ,  f r o m  t h e  h o s t s  d o u b l e - s t r a n d e d  R N A  c y t o p l a s m i c  
r e c e p t o r ,  p r o t e i n  k i n a s e  ( P K R ) ,  w h i c h  i n h i b i t s  v i r a l  r e p l i c a t i o n  ( H e n g e l  e t  a1 2 0 0 5 ,  
B e r g m a n n  e t  a1 2 0 0 0 ,  G a r c i a - S a s t r e  2 0 0 2 ) .  M o r e o v e r ,  a c t i v a t i o n  o f  P K R  c a n  a l s o  
i n d u c e  o t h e r  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s ,  s u c h  a s  t h e  n u c l e a r  f a c t o r  KB ( N F - K B ) ,  
w h i c h  i s  i m p o r t a n t  f o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  m a n y  c y t o k i n e s ,  i n c l u d i n g  i n t e r f e r o n s  
( W i l l i a m  1 9 9 9 ,  A k i r a  a n d  T a k e d a  2 0 0 4 ) .  T h i s  N S 1  p r o t e i n  c a n  a l s o  s u p p r e s s  d e n d r i t i c  
c e l l  m a t u r a t i o n ,  w h i c h  u l t i m a t e l y  r e s u l t s  i n  a n  a t t e n u a t e d  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e ,  
t h r o u g h  s u b o p t i m a l  s t i m u l a t i o n  o f  T  c e l l s  b y  t h e  d e n d r i t i c  c e l l s  ( F e r n a n d e z -  S e s m a  e t  
a1 2 0 0 6 ) .  
1 . 4 . 6  P r e v e n t i o n  a n d  c o n t r o l  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
A s  w i t h  H P I V  i n f e c t i o n s ,  v a c c i n e s  a r e  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t  f o r  i n f l u e n z a  
v i r u s .  T h e r e  a r e  c u r r e n t l y  t w o  m a i n  c l a s s e s  o f  l i c e n s e d  v a c c i n e s  f o r  i n f l u e n z a  v i r u s .  
T h e  f i r s t  i s  t h e  i n a c t i v a t e d  t r i v a l e n t  v a c c i n e ,  w h i c h  c o n t a i n s  o n e  H l N l  s t r a i n ,  o n e  
H 3 N 2  s t r a i n  a n d  o n e  i n f l u e n z a  B  v i r u s  s t r a i n .  D u e  t o  t h e  u n p r e d i c t a b l e  d r i f t  a n d  s h i f t  
i n  i n f l u e n z a  v i r u s e s  H A  a n d  N A  a n t i g e n s ,  t h e s e  t r i v a l e n t  v a c c i n e s  a r e  d e s i g n e d  y e a r l y  
b y  m e m b e r s  o f  t h e  w o r l d  h e a l t h  o r g a n i s a t i o n  ( W H O )  s u r v e i l l a n c e  n e t w o r k ,  t o  t r y  a n d  
p r e d i c t  t h e  d r i f t  s t r a i n  t h a t  m a y  o c c u r  d u r i n g  t h e  w i n t e r  s e a s o n .  T h i s  v a c c i n e  i s  s a f e  
a n d  i m m u n o g e n i c ,  i n d u c i n g  6 0 - 9 0 %  p r o t e c t i v e  i m m u n i t y  t o  c h i l d r e n  a n d  a d u l t s ;  
h o w e v e r ,  i t  a p p e a r s  t o  b e  l e s s  e f f e c t i v e  i n  e l d e r l y  i n d i v i d u a l s  ( C o x  a n d  S u b b a r a o  
1 9 9 9 ) .  A l s o ,  a s  t h e  v i r u s  f o r  t h e s e  v a c c i n e s  a r e  g r o w n  i n  e g g s  a n d  t h e n  p u r i f i e d ,  t h i s  
p r o c e s s  i s  q u i t e  l o n g  a n d  l a b o r i o u s ,  d e l a y i n g  v a c c i n e  p r o d u c t i o n .  T h e  s e c o n d  m a j o r  
c l a s s  o f  v a c c i n e ,  c o n s i s t s  o f  l i v e  a t t e n u a t e d  v a c c i n e s ,  w h i c h  a r e  p r o d u c e d  f i o m  v i r u s  
p a s s a g e s  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s ,  p r o d u c i n g  a  l i v e  a t t e n u a t e d  o r  c o l d  a d a p t e d  v a c c i n e .  
T h e s e  v a c c i n e s  i n d u c e  p r o t e c t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n  i n f a n t s  a n d  c h i l d r e n  a n d  a r e  
a b l e  t o  s t i m u l a t e  C D 8 +  T  c e l l  m e m o r y  ( D o h e r t y  e t  a1 2 0 0 6 ,  P a l e s e  2 0 0 6 ,  A r v i n  a n d  
G r e e n b e r g  2 0 0 6 ,  H i l l e m a n  2 0 0 2 ) .  A l s o ,  a n t i v i r a l s  s u c h  a s  a m a n t a d i n e s ,  w h i c h  i n h i b i t  
v i r a l  r e p l i c a t i o n  o f  i n f l u e n z a  b y  i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  M 2  p r o t e i n  ( i n v o l v e d  i n  v i r a l  
u n c o a t i n g )  a n d  n e u r a r n i n i d a s e  i n h i b i t o r s  ( z a n a m i v i r  a n d  o s e l t a m i r ) ,  w h i c h  p r e v e n t  
v i r u s  r e l e a s e  f i o m  t h e  c e l l ,  c a n  p r o v i d e  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t  f o r  i n f l u e n z a  v i r u s  
i n f e c t i o n  ( A b e d  a n d  B o i v i n  2 0 0 6 ) .  
H o w e v e r ,  d e s p i t e  t h e  e f f i c a c y  o f  b o t h  v a c c i n e s  a n d  a n t i v i r a l  d r u g s  i n  p r e v e n t i n g  a n d  
c o n t r o l l i n g  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n s ,  t h e r e  i s  s t i l l  a  n e e d  t o  d e v e l o p  n e w  t h e r a p i e s ,  a s  
o n e  m a j o r  d r a w b a c k  t o  t h e s e  v a c c i n e s ,  i s  t h e i r  s p e c i f i c i t y  t o w a r d s  a  p a r t i c u l a r  s t r a i n  o f  
v i r u s .  T h u s ,  t h e s e  v a c c i n e s  w o u l d  h a v e  l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  o n  n e w  v i r u s e s ,  g e n e r a t e d  
f i - o m  a n t i g e n i c  d r i f t  o r  s h i f t .  T h e r e f o r e ,  r e s e a r c h e r s  a r e  n o w  t r y i n g  t o  d e v e l o p  a  
v a c c i n e  t h a t  w o u l d  t a r g e t  a  ' u n i v e r s a l '  o r  ' c o n s e r v e d '  i n f l u e n z a  a n t i g e n  t h a t  i s  
e s s e n t i a l  f o r  v i r u s  f u n c t i o n .  O n e  s u c h  a n t i g e n  i s  t h e  v i r a l  M 2  p r o t e i n ,  w h i c h  f o r m s  a n  
i o n  c h a n n e l  o n  i n f l u e n z a  v i r u s e s  ( P a l e s e  2 0 0 6 ,  D o h e r t y  e t  a1 2 0 0 6 ,  H i l l e m a n  2 0 0 2 ) .  
T h i s  p r o t e i n  i s  h i g h l y  c o n s e r v e d  a n t i g e n i c a l l y  a n d  c a n  p r o d u c e  p r o t e c t i v e  a n t i b o d i e s  
a s  d e m o n s t r a t e d  b y  F r i e r s  g r o u p ,  w h i c h  h a v e  d e v e l o p e d  a  v a c c i n e ,  c o n s i s t i n g  o f  t h e  
e c t o d o m a i n  o f  M 2  f u s e d  t o  t h e  h e p a t i t i s  B  c o r e  p r o t e i n ,  w h c h  i s  c a p a b l e  o f  r e d u c i n g  
i n f l u e n z a  a s s o c i a t e d  d e a t h  i n  m i c e  ( N e i r y n c k  e t  a1 1 9 9 9 ) .  T h u s ,  a l t h o u g h  n e w  
d e v e l o p m e n t s  i n  i n f l u e n z a  v a c c i n e s  h a v e  b e e n  m a d e  a n d  r e s e a r c h e r s  a r e  n o w  t r y i n g  t o  
d e v e l o p  a  ' u n i v e r s a l '  i n f l u e n z a  v a c c i n e ,  i t  i s  h a r d  t o  p r e d i c t  w h e t h e r  t h e s e  t h e r a p e u t i c  
a d v a n c e s  w i l l  p r e v e n t  a  m a j o r  p a n d e m i c  o u t b r e a k ,  b u t  p e r h a p s  t h e y  w o u l d  d e l a y  t h e  
c o u r s e  o f  t h e  i n f e c t i o n ,  p r o v i d i n g  r e s e a r c h e r s  a n d  m a n u f a c t u r e r s  w i t h  t h e  t i m e  t h e y  
n e e d ,  t o  d e v e l o p  a  n e w  v a c c i n e  a g a i n s t  t h e  p a n d e m i c  v i r u s  s t r a i n .  
1 . 4 . 7  F u t u r e  P e r s p e c t i v e s  
H o w e v e r ,  a l t h o u g h  a d v a n c e s  h a v e  b e e n  m a d e  i n  p r o p h y l a x i s  o f  r e s p i r a t o r y  v i r u s  
i n f e c t i o n s ,  t h e r e  a r e  s t i l l  m a n y  d r a w b a c k s  t o  v a c c i n a t i o n .  S o m e  v a c c i n e s  p r o v i d e  o n l y  
l i m i t e d  p r o t e c t i o n  r e q u i r i n g  m u l t i p l e  d o s e s  w h i l e  o t h e r s  h a v e  s a f e t y  c o n c e r n s  ( u s u a l l y  
i n v o l v i n g  l i v e  a t t e n u a t e d  v a c c i n e s ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e y  a r e  g e n e r a l l y  c o s t l y  a n d  l a b o u r  
i n t e n s i v e ,  f r o m  a  m a n u f a c t u r i n g  p o i n t  o f  v i e w .  T h e r e f o r e  b y  r e s e a r c h i n g  t h e  
i n t r i c a c i e s  o f  v i r u s  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  h o s t  i m m u n e  s y s t e m ,  a  b r o a d e r  k n o w l e d g e  o f  
v i r u s l h o s t  r e s p o n s e s  c a n  b e  c o m p i l e d  a n d  t h i s  i n f o r m a t i o n  c a n  t h e n  b e  u s e d  t o  d e v e l o p  
m o r e  e f f i c i e n t  v a c c i n e s  o r  t h e r a p i e s  t o  t r e a t  v i r u s  i n f e c t i o n s .  
A I M S  O F  T H I S  T H E S I S  
R e s p i r a t o r y  v i r u s e s  r e p r e s e n t  a  m a j o r  t h r e a t  t o  h u m a n  l i f e  a n d  h a v e  d o n e  s o  f o r  
c e n t u r i e s .  T h e s e  v i r u s e s  c a n  i n f e c t  i n d i v i d u a l s  o f  a l l  a g e s  b u t  h a v e  p r o f o u n d  e f f e c t s  o n  
i m m u n o c o m p r o m i s e d  i n d i v i d u a l s ,  n e o n a t e s ,  i n f a n t s  a n d  t h e  e l d e r l y ;  a t t a c k i n g  t h o s e  
w h o s e  i m m u n e  s y s t e m s  h a v e  b e e n  w e a k e n e d  t h r o u g h  i l l n e s s  o r  o l d  a g e ,  i n  a d d i t i o n  t o ,  
n a i v e  o r  d e v e l o p i n g  i m m u n e  s y s t e m s ,  s u c h  a s  t h o s e  o f  n e o n a t e s  a n d  i n f a n t s .  
A n n u a l l y ,  i n  t h e  U S ,  p a r a i n f l u e n z a  v i r u s e s  a l o n e ,  a c c o u n t  f o r  a p p r o x i m a t e l y  3 3 %  o f  
l o w e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i n f e c t i o n s  i n  c h d d r e n  y o u n g e r  t h a n  f i v e  y e a r s  ( D e n n y  a n d  
C l y d e  1  9 8 6 ) .  O f  t h e  h u m a n  p a r a i n f l u e n z a  v i r u s e s  ( H P I V s ) ,  H P I V 3  i s  t h e  m o s t  
c o m m o n  v i r u s  t o  i n f e c t  y o u n g  i n f a n t s ,  t h o s e  y o u n g e r  t h a n  s i x  m o n t h s  a n d  4 0 %  o f  
H P I V 3  i n f e c t i o n s  o c c u r  w i t h i n  t h e  f i r s t  y e a r  o f  l i f e  ( H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ) .  A s  r e i n f e c t i o n  
w i t h  H P I V s  a r e  q u i t e  c o m m o n  a n d  c a n  o c c u r  t h r o u g h o u t  l i f e ,  t h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  
i m m u n i t y  t o  H P I V  i s  i n c o m p l e t e ,  r e s u l t i n g  i n  t h i s  a p p a r e n t  l a c k  o f  l i f e l o n g  i m m u n i t y .  
A l s o ,  a t  p r e s e n t  t h e r e  i s  n o  l i c e n s e d  v a c c i n e  f o r  H P I V ,  a s  t h e r e  s t i l l  e x i s t s  m a n y  
a m b i g u i t i e s  s u r r o u n d i n g  i m m u n i t y  t o  H P I V .  T h u s ,  t h e  m a i n  p u r p o s e  o f  t h i s  t h e s i s  i s  
t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  i n  p a r t i c u l a r ,  f o c u s i n g  o n  t h e  c e l l  
m e d i a t e d  i m m u n e  r e s p o n s e s ,  w h i c h  a r e  u l t i m a t e l y  r e s p o n s i b l e  f o r  g e n e r a t i n g  m e m o r y  
T  c e l l s .  A s  t h e  w e l l  d o c u m e n t e d  r e s p i r a t o r y  v i r u s ,  i n f l u e n z a  A  v i r u s ,  i n d u c e s  r o b u s t  
i m m u n e  r e s p o n s e s  a n d  c a n  g e n e r a t e  a  h i g h l y  e f f i c i e n t  m e m o r y  r e s p o n s e ,  w e  
p e r f o r m e d  a  c o m p a r a t i v e  s t u d y  o f  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  o f  H P I V 3  t o  i n f l u e n z a  v i r u s ,  
t o  h e l p  u s  e l u c i d a t e  t h e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  
T o  a p p r o a c h  t h i s  s t u d y ,  f i r s t l y  w e  i n v e s t i g a t e d  i n n a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  
a n d  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n s ,  f o c u s i n g  o n  t h e  d e n d r i t i c  c e l l  ( D C )  r e s p o n s e .  D C s  a r e  
c r i t i c a l  t o  t h e  o u t c o m e  o f  m a n y  v i r a l  i n f e c t i o n s  a n d  p l a y  a  p i v i t o l  r o l e  i n  l i n k i n g  
i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n i t y  ( R e i s a  e  S o u s a  2 0 0 4 a ) .  A l s o ,  a l t h o u g h  a n i m a l  m o d e l s  
h a v e  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  t o  s t u d y  v i r u s  i n f e c t i o n s ,  m a n y  d i s c r e p a n c i e s  c a n  a p p e a r  
f i - o m  t h e s e  r e s u l t s  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  h u m a n  i n  v i v o  i n f e c t i o n .  T h e s e  d i s c r e p a n c i e s  
a r e  u s u a l l y  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  d i f f e r e n c e s  t h a t  e x i s t  b e t w e e n  s y n g e n i c  a n i m a l  
s t r a i n s ,  w h c h  a r e  g e n e t i c a l l y  i d e n t i c a l  a n d  h u m a n s ,  w h i c h  a r e  a  g e n e t i c a l l y  d i v e r s e  
s p e c i e s .  T h u s ,  m u r i n e  m o d e l s  o f  i n f e c t i o n ,  w h i l e  u s e f u l  f o r  p r e l i m i n a r y  d a t a ,  d o  n o t  
a l w a y s  r e f l e c t  t h e  e x a c t  o u t c o m e  o f  i n f e c t i o n  i n  h u m a n s .  T h e  f e r r e t  a n d  h a m s t e r  
m o d e l s  m o r e  c l o s e l y  r e s e m b l e  h u m a n  H P I V 3  i n f e c t i o n ,  b u t  s t u d i e s  i n  t h e s e  a n i m a l s  
a r e  h i n d e r e d  b y  t h e  l a c k  o f  i m m u n o l o g i c a l  r e a g e n t s  a n d  i n b r e d  s t r a i n s .  I n  o r d e r  t o  
r e d u c e  t h e  n u m b e r  o f  a n i m a l s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a n d  t o  p r o v i d e  d a t a  c o n c e r n i n g  t h e  
r e l e v a n c e  o f  t h e  o b s e r v e d  i m m u n o m o d u l a t o r y  p r o p e r t i e s  o f  H P I V 3  i n  h u m a n s ,  w e  
h a v e  p r o p o s e d  t o  u s e  a  h u m a n  e x  v i v o  i m m u n e  m o d e l  i n s t e a d .  T h e r e f o r e ,  o u r  f i s t  
g o a l  w a s  t o  d e v e l o p  a  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  t h a t  w o u l d  g e n e r a t e  D C s ,  w h i c h  w e r e  
s l m i l a r  t o  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  v i r a l l y  i n f e c t e d  D C s  i n  v i v o ,  t h u s  r e p r e s e n t i n g  a  m o r e  
r e l e v a n t  m o d e l  f o r  s t u d y i n g  v i r u s  i n f e c t i o n s .  T h i s  m o d e l  e n a b l e d  u s  t o  
c o m p r e h e n s i v e l y  c h a r a c t e r i s e  t h e  p h e n o t y p e  a n d  i n v e s t i g a t e  t h e  f b n c t i o n a l i t y  o f  t h e s e  
v i r a l l y  i n f e c t e d  D C s ,  i n  t e r m s  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  c o s t i r n u l a t o r y  c a p a b i l i t i e s  a n d  
i n d u c t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  p o l a r i s a t i o n .  T h i s  s t u d y  e n a b l e d  u s  t o  g e n e r a t e  a  
t h o r o u g h  a n d  c l e a r e r  p i c t u r e  o f b o t h  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  
a n d  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n s .  
L a s t l y ,  w e  u s e d  t h i s  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  a  
n o v e l  s e n d a i  v i r u s  v e c t o r  R N A  v a c c i n e ,  a g a i n s t  H P I V 3  a n d  R S V .  T h i s  m o d e l  
h i g h l i g h t e d  a t t r i b u t e s  o f  b o t h  t h e  H P I V 3  g e n o m e  a n d  v a c c i n e  c o n s t r u c t  t h a t  e x h i b i t e d  
n e g a t i v e  a n d  p o s i t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s ,  t h u s  e n a b h g  i m p r o v e m e n t s  t o  b e  m a d e  t o  
t h e  v a c c i n e  d e s i g n .  A l s o ,  m u r i n e  c h a l l e n g e s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  d e v e l o p i n g  
v a c c i n e  c o n s t r u c t s ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  f i n a l  v a c c i n e ,  t o  e v a l u a t e  t h e i r  i m m u n o g e n i c i t y  
a t  t h e  h u m o r a l  a n d  c e l l u l a r  l e v e l  i n  v i v o .  
T h u s ,  b y  u n d e r s t a n d i n g  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3 ,  t h i s  w i l l  e n a b l e  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  m o r e  e f f i c i e n t  v a c c i n e s  a n d  t h e r a p e u t i c  a g e n t s .  
S P E C I F I C  A I M S :  
T o  d e v e l o p  a  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  o f  r e s p i r a t o r y  i n f e c t i o n .  
a  
T o  u s e  t h i s  m o d e l  t o  e s t a b l i s h  t h e  u n d e r l y i n g  i m m u n e  m e c h a n i s m  l e a d i n g  t o  
p e r s i s t e n c e  o f  H P I V 3  a n d  t h e  f a i l u r e  t o  i n d u c e  i m m u n o l o g i c a l  m e m o r y .  
T o  c o m p a r e  t h e s e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h o s e  g e n e r a t e d  w i t h  i n f l u e n z a  A  
v i r u s ,  w h i c h  i n d u c e s  r o b u s t  i m m u n o l o g i c a l  m e m o r y  t o  t h e  s a m e  s t r a i n .  
L a s t l y ,  t o  u s e  t h i s  m o d e l  t o  e x a m i n e  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  a  n o v e l  H P I V 3  
v a c c i n e ,  i n  o r d e r  t o  s e e  i f  t h i s  v a c c i n e  c a n  a p p r o p r i a t e l y  p r i m e  i m m u n e  
r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  a n d  t h u s ,  e n a b l e  o n e  t o  s p e c u l a t e  o n  f b t u r e  p r e d i c t i o n s  f o r  
t h i s  v a c c i n e  i n  t h e  p o s s i b l e  i n d u c t i o n  o f  i m m u n o l o g i c a l  m e m o r y .  
D E V E L O P M E N T  O F  A  H U M A N  E X  W V O  M O D E L  O F  
R E S P I R A T O R Y  V I R U S  I N F E C T I O N  
2 . 1  I N T R O D U C T I O N  
C i r c u l a t i n g  m o n o c y t e s  p l a y  c r u c i a l  r o l e s  i n  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  i m m u n e  h o m e o s t a t s i s .  
T h e s e  p r e c u r s o r  c e l l s  c o n t i n u o u s l y  e x i t  t h e  b l o o d s t r e a m  a n d  e n t e r  b o d y  t i s s u e s ,  w h e r e  
t h e y  c a n  g i v e  r i s e  t o  t i s s u e  r e s i d e n t  m a c r o p h a g e s ,  a s  w e l l  a s  s p e c i a l i z e d  d e n d r i t i c  c e l l s  
( D C s )  ( G o r d o n  a n d  T a y l o r  2 0 0 5 ,  R a n d o l p h  e t  a2 1 9 9 9 ) .  I t  h a s  b e e n  w e l l  e s t a b l i s h e d  
t h a t  d e n d r i t i c  c e l l s  a r e  s e n t i n e l s  o f  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e ,  l i n k i n g  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  
i m m u n i t y  ( R e i s  e  S o u s a  2 0 0 4 ,  B a n c h e r e a u  a n d  S t e i n m a n  1 9 9 8 ,  R e i s  e  S o u s a  2 0 0 4 b ) .  
I n  a  r e s p i r a t o r y  v i r a l  i n f e c t i o n ,  v i r u s  r e p l i c a t i o n  o c c u r s  i n  t h e  e p i t h e l i a l  l a y e r  o f  t h e  
r e s p i r a t o r y  t r a c t  ( B r o w n  e t  a1 2 0 0 4 ,  D o h e r t y  e t  a1 2 0 0 6 ,  M o s c o n a  2 0 0 5 ) ,  w h i c h  c a n  
i n f l u e n c e  b o t h  r e s i d e n t  c e l l s ,  s u c h  a s  i m m a t u r e  d e n d r i t i c  c e l l s  ( v a n  R i j t  e t  a2 2 0 0 5 )  
a n d  m i g r a t o r y  c e l l s ;  u l t i m a t e l y  r e s u l t i n g  i n  m a t u r a t i o n  a n d  m i g r a t i o n  o f  d e n d r i t i c  c e l l s  
t o  s e c o n d a r y  l y m p h o i d  o r g a n s ,  w h e r e  t h e y  c a n  a c t i v a t e  naYve T  c e l l s  ( B a n c h e r e a u  a n d  
S t e i n m a n  1 9 9 8 ,  R e i s  e  S o u s a  2 0 0 4 ,  R e i s  e  S o u s a  2 0 0 4 b ) ,  t h e r e b y  i n i t i a t i n g  a n  
i m m u n e  r e s p o n s e .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  h i g h l i g h t e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  
m i c r o e n v i r o n m e n t  a n d  i n  p a r t i c u l a r ,  t h e  c y t o k i n e  m i l i e u  g e n e r a t e d  a t  t h e  s i t e  o f  a n  
i n f e c t i o n ,  a t  i n f l u e n c i n g  D C  g e n e r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  ( S a t o  a n d  I w a s a k i  2 0 0 4 ,  
S v e n s s o n  e t  a1 2 0 0 4 ,  V i e i r a  e t  a1 2 0 0 0 ,  Q u  e t  a1 2 0 0 3 ) .  I n f l u e n z a  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
t h a t  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  c a p a b l e  o f  
d i f f e r e n t i a t i n g  i n t o  m a t u r e  D C s ,  e n d o w e d  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l  c a p a c i t y  t o  s t i m u l a t e  
p r o l i f e r a t i o n  o f  I n f l u e n z a  A  v i r u s  s p e c i f i c  C D 4 +  a n d  C D 8 +  T  c e l l s  ( Q u  e t  a1 2 0 0 3 ) .  
T h u s ,  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  m a y  p l a y  a  c r i t i c a l  r o l e  i n  D C  d e v e l o p m e n t ,  u l t i m a t e l y  
a f f e c t i n g  t h e  o u t c o m e  o f  a n  i n f e c t i o n .  
C o n v e n t i o n a l  D C s ,  r e p r e s e n t i n g  t h e  m o n o c y t e  d e r i v e d  D C  ( I L - 4  D C )  w h i c h  a r e  
g e n e r a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g r a n u l o c y t e / m a c r o p h a g e  c o l o n y  s t i m u l a t i n g  f a c t o r  ( G M -  
C S F )  a n d  i n t e r l e u k i n  4  ( I L - 4 ) ,  h a v e  p l a y e d  c e n t r e  s t  a g e  f o r  m a n y  y e a r s  i n  s t a n d a r d  i n  
v i t r o  a s s a y s  ( C e l l a  e t  a1 1 9 9 9 ,  S e n e c h a l  e t  a1 2 0 0 4 ,  J i n u s h i  e t  a1 2 0 0 3 ,  P l o t n i c k y -  
G i l q u i n  e t  a1 2 0 0  I ) ,  h i g h l i g h t i n g  t h e i r  i m p o r t a n c e  i n  i m m u n o l o g y .  A s  t h e y  a r e  
r e l a t i v e l y  e a s y  t o  g r o w  a n d  c u l t u r e  i n  h t g h  n u m b e r s  c o m p a r e d  t o  f r e s h l y  i s o l a t e d  
b l o o d  D C s ,  t h i s  m a k e s  t h e m  a n  a t t r a c t i v e  a l t e r n a t i v e  t o  u s e  w h e n  s t u d y i n g  D C  
i m m u n e  r e s p o n s e s  ( S h o r m a n  a n d  L u i  2 0 0 2 ,  S a l l u s t o  a n d  L a n z a v e c c h i a  1  9 9 4 ) .  T h e y  
h a v e  b e e n  u s e f b l  i n  u n r a v e l l i n g  c e r t a i n  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  v i r u s e s ,  s u c h  a s  t h o s e  
d e m o n s t r a t e d  b y  V i d a l a i n  e t  a1 2 0 0 0 .  I n  t h i s  r e p o r t  t h e y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  T N F -  
r e l a t e d  a p o p t o s i s  i n d u c e d  l i g a n d  ( T R A I L )  w a s  u p r e g u l a t e d  o n  I L - 4  D C s  f o l l o w i n g  
m e a s l e s  v i r u s  i n f e c t i o n .  T R A I L  c a n  i n d u c e  T  c e l l  a p o p t o s i s  r e s u l t i n g  i n  i m m u n e  
s u p p r e s s i o n  ( V i d a l a i n  e t  a1 2 0 0 0 ) .  O t h e r  s t u d i e s  u s i n g  I L - 4  D C s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  c e r t a i n  v i r u s e s ,  s u c h  a s  t h e  h u m a n  c y t o m e g a l o v i r u s  ( H C M V )  c a n  i n d u c e  
i m m u n o s u p p r e s s i o n  t h r o u g h  f b n c t i o n a l  i m p a i r m e n t  o f  D C s  ( M o u t a f t s i  e t  a1 2 0 0 2 ) .  
H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h e s e  c o n v e n t i o n a l  D C s  m i m i c  i m m a t u r e  D C s  f o u n d  i n  p e r i p h e r a l  
t i s s u e  ( S a l l u s t o  a n d  L a n z a v e c c h i a  1 9 9 4 ) ,  t h e i r  r e l e v a n c e  i n  v i v o  r e m a i n s  u n c l e a r ,  
e s p e c i a l l y  a s  t h i s  D C  g e n e r a t i o n  p a t h w a y ,  i n v o l v i n g  I L - 4 ,  c a n  h a r d l y  r e p r e s e n t  t h e  
c y t o k i n e  m i l i e u  p r e s e n t  a t  a  s i t e  o f  a  v i r u s  i n f e c t i o n  ( P a r l a t o  e t  a1 2 0 0 1 ) .  
T h i s  h a s  l e d  i n v e s t i g a t o r s  t o  e x p l o r e  o t h e r  a v e n u e s  f o r  D C  g e n e r a t i o n ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  
g e n e r a t i o n  o f  t h e  t y p e  1  i n t e r f e r o n  D C  ( I F N - D C )  ( M o h t y  e t  a1 2 0 0 3 ,  P a r l a t o  e t  a1 
2 0 0  1 ,  S a n t i n i  e t  a1 2 0 0 3 ) .  H i g h  l e v e l s  o f  t y p e  1  I F N  a r e  p h y s i o l o g i c a l l y  p r o d u c e d  i n  
v i v o  i n  r e s p o n s e  t o  v i r a l  i n f e c t i o n s  o r  i n f l a m m a t o r y  s t i m u l i  ( D i e b o l d  e t  a1 2 0 0 3 ,  C e l l a  
e t  a1 2 0 0 0 ) ,  s o  t h e y  a p p e a r  t o  b e  a n  o b v i o u s  c a n d i d a t e  i n  g e n e r a t i n g  a  m o r e  n a t u r a l l y  
o c c u r r i n g  D C  p o p u l a t i o n .  I F N - D C s ,  g e n e r a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  G M - C S F  a n d  I F N a  
a r e  p o t e n t  A P C s ,  w h i c h  a p p e a r  t o  b e  s i m i l a r  t o  t h e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  p l a s m a c y t o i d  
D C s  ( p D C s :  a r e  p o t e n t  p r o d u c e r s  o f  t y p e  I  I F N s  f o l l o w i n g  v i r u s  i n f e c t i o n s ) ( L u i  
2 0 0 5 ) ,  i n  s o  f a r  a s  t h e y  a r e  c a p a b l e  o f  s e c r e t i n g  l a r g e  a m o u n t s  o f  t y p e  I  I F N s  i n  
r e s p o n s e  t o  v i r u s  i n f e c t i o n s  a n d  t h e y  a l s o  a p p e a r  t o  b e  p o t e n t  s t i m u l a t o r s  o f  m e m o r y  T  
c e l l s  b u t  p o o r  i n d u c e r s  o f  n a y v e  T  c e l l  s t i m u l a t i o n  ( M o h t y  e t  a1 2 0 0 3 ,  C a r b o n n e i l  e t  a 1  
2 0 0 4 ,  K r u g  e t  a1 2 0 0 3 ,  S i e g a l  e t  a1 1 9 9 9 ) .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  I F N - D C s  m a y  b e  
s i m i l a r  t o  p D C s ,  t h e y  h a v e  a d d i t i o n a l  c h a r a c t e r i s t i c s  m a k i n g  t h e m  d i s t i n c t  f r o m  p D C s ,  
s u c h  a s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  m y e l o i d  m a r k e r s  a n d  d i f f e r e n t  T L R s  o n  t h e i r  s u r f a c e  
c o m p a r e d  t o  p D C s  ( M o h t y  e t  a1 2 0 0 3 ,  K a d o w a k i  e t  a1 2 0 0 1 ,  B a r c h e t  e t  a1 2 0 0 5 ) .  
T h e r e f o r e ,  w h e t h e r  t h e s e  p a r t i c u l a r  D C s  e x i s t  i n  v i v o  r e m a i n s  t o  b e  d e t e r m i n e d .  
H o w e v e r ,  w e  f e e l  t h a t  t h e s e  a r t i f i c i a l  m e t h o d s  o f  D C  g e n e r a t i o n  m a y  i n a p p r o p r i a t e l y  
s k e w  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  v i r a l  i n f e c t i o n s  a n d  q u e s t i o n s  s t i l l  r e m a i n  a s  t o  t h e  
r e l e v a n c e  o f  t h e s e  D C s  i n  m o d e l s  o f  i n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s .  A l s o ,  i n  l i g h t  o f  t h e  
c r i t i c a l  r o l e  D C s  p l a y  i n  d e f i n i n g  i m m u n o l o g i c a l  o u t c o m e s ,  n o t  o n l y  f i o m  i n f e c t i o n  
b u t  i n f l a m m a t i o n  a n d  n e o p l a s i a ,  i t  i s  i m p e r a t i v e  t h a t  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  c e l l  t y p e  b e  
g e n e r a t e d  a n d  e x a m i n e d  i n  a  g i v e n  d i s e a s e  s t a t e .  H u m a n  p a r a i n f l u e n z a  v i r u s  t y p e  3  
( H P I V 3 )  i s  a  c o m m o n  r e s p i r a t o r y  v i r u s  t h a t  i n f e c t s  a d u l t s ,  n e o n a t e s  a n d  i n f a n t s .  I t  h a s  
t h e  c a p a c i t y  t o  i n f e c t  t h e  s a m e  i n d i v i d u a l  s e v e r a l  t i m e s  d u r i n g  t h e i r  l i f e ,  s u g g e s t i n g  
t h a t  i t  f a i l s  t o  i n d u c e  a  s t a t e  o f  l o n g  l a s t i n g  i m m u n i t y  ( H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ) .  A l s o ,  l i t t l e  i s  
k n o w n  a b o u t  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  H P I V 3  i n f e c t i o n  a n d  i n  p a r t i c u l a r  i n n a t e  
i m m u n i t y  t o  t h i s  v i r u s .  T h e r e f o r e  w e  c o m p r e h e n s i v e l y  c o m p a r e d  t h e  m a t u r a t i o n  a n d  
c y t o k i n e  s e c r e t i o n  p r o f i l e s  o f  d i r e c t l y  i n f e c t e d  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s  a n d  
D C s  g e n e r a t e d  f r o m  i n f e c t e d  e p i t h e l i a l  s u p e r n a t a n t s  i n  r e s p o n s e  t o  v i r a l  i n f e c t i o n s ,  
H P I V 3  a n d  i n f l u e n z a ,  T N F a  t r e a t m e n t  o r  u n t r e a t e d  c o n t r o l s .  T h e s e  v i r u s  g e n e r a t e d  
D C s  w e r e  t h e n  c o c u l t u r e d  w i t h  T  c e l l s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e i r  i m m u n o s t i m u l a t o r y  a n d  
p o l a r i s i n g  a b i l i t i e s .  B y  t h o r o u g h l y  i n v e s t i g a t i n g  t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  v i r a l l y  
i n f e c t e d  c e l l  p o p u l a t i o n s ,  w e  h o p e d  t o  e s t a b l i s h  a  m o r e  r e l e v a n t  m o d e l  f o r  g e n e r a t i n g  
D C s ,  w h i c h  c o u l d  b e  u s e d  i n  v i r a l  s t u d i e s .  T h u s ,  t h e  m a i n  a i m  f i o m  t h i s  s t u d y  w a s  t o  
d e v e l o p  a  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  o f  v i r u s  g e n e r a t e d  D C s  t h a t  w o u l d  m o s t  l i k e l y  
r e s e m b l e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  v i r u s  g e n e r a t e d  D C s  i n  v i v o ,  w h i c h  c o u l d  t h e n  b e  u s e d  t o  
i n v e s t i g a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  i n f e c t i o n .  
2 . 2  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
T a b l e  2 . 2 . 1  L i s t s  t h e  r e a g e n t s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  
4 0 l t m  c e l l  s t r a i n e r  1 3 5 2 3 4 0  1BD B i o s c i e n c e s  E u r o p e ,  B e l g i u m  
A n n e x i n  V - F I T C  a p o p t o s i s  d e t e c t i o n  k i t  I  
1 5 5 6 5 4 7  
~ B D  p h a r m i n g e n ,  O x f o r d ,  E n g l a n d  
T a b l e  2 . 2 . 2  L i s t s  e q u i p m e n t  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  
C e l l  c u l t u r e  a n d  v i r a l  i n f e c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  S a f e t y  a n d  
H e a l t h  P o l i c y  o f  D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i t y  a n d  w h e r e  a p p r o p r i a t e ,  w i t h  t h e  n o t i f i c a t i o n  
o f  t h e  H e a l t h  a n d  S a f e t y  A u t h o r i t y  a n d  E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n  A g e n c y .  
2 . 2 . 1  S e p a r a t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  
C o m p a n y  
E p p e n d o r f ,  H a m b u r g ,  G e r m a n y  
B e c k m a n ,  U K  
B e c t o n  D i c k i n s o n ,  O x f o r d ,  U K  
E q u i p m e n t  
C e n t r i f u g e  
U l t r a c e n t r i f u g e  
F l o w  c y t o m e t e r  
B u m  c o a t s  o f h e a l t h y  d o n o r s  w e r e  o b t a i n e d  f i - o m  T h e  I r i s h  B l o o d  T r a n s f k s i o n  
S e r v i c e  ( S t  .  J a m e s ' s  H o s p i t a l ,  D u b l i n ) .  T h e  p e r i p h e r a l  v e n o u s  b l o o d  ( a p p r o x i m a t e l y  
5 0 r n l )  w a s  m i x e d  w i t h  5 m l  o f  a  5 %  s o l u t i o n  o f  t h e  a n t i c o a g u l a n t  
e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D T A )  a n d  d i l u t e d  1  :  1  w i t h  H a n k  b a l a n c e d  s a l t  
I m p r o v e d ,  2 - g r i d s  N e u  b a u r e r  
G a m m a - c e l l  1 0 0 0  E l i t e  
N o r d i o n ,  O t t o w a ,  C a n a d a  
M i d i  M A C S  s e p a r a t i o n  u n i t  
M i l t e n y i  B i o t e c ,  G l a d b a c h ,  G e r m a n y  
N i k o n ,  U S A  
E c l i p s e  T S  I  0 0  N i k o n ,  U S A  
T i t e r t e k  M u l t i s c a n  
S k a t r o n  I n s t r u m e n t s ,  L i e r ,  N o n v a y  
S c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  T r i l u x  m i c r o b e t a  c o u n t e r  1 4 5 0  P e r k i n - E l m e r ,  L i f e  S c i e n c e s ,  M A ,  U S A  
M o d e l  
E p p e n d o r f  5 8 0 4  
L 8 - 7 0 M  
F A C S C a l i b u r  
s o l u t i o n  ( H B  S  S )  c o n t a i n i n g  1  %  f o e t  a1 c a l f  s e r u m  ( F C S ;  e n o d t o x i n  f r e e )  ( h e a t  
i n a c t i v a t e d  f o r  3 0 m i n s  a t  5 6 O C )  a n d  1 0 m M  H E P E S  b u f f e r .  T h e  d i l u t e d  b l o o d  w a s  
l a y e r e d  o n t o  7 m l  o f  ~ ~ r n ~ h o ~ r e ~ ~ ~  s o l u t i o n  i n  a  3 0 m l  s t e h  t u b e  a n d  c e n t r f i g e d  a t  
4 0 0 g  f o r  2 5 m i n s  w i t h  t h e  a c c e l e r a t o r  a n d  b r a k e  s w i t c h e d  o f f ,  t o  p r e v e n t  t h e  l a y e r s  
f i o m  m i x i n g .  T h e  ~ ~ r n ~ h o ~ r e p ~ ~  s o l u t i o n  w i t h  a  d e n s i t y  o f  1 . 0 7 7 g / m l  p r o v i d e s  a  
g r a d i e n t  t h a t  e n a b l e s  t h e  b l o o d  c o m p o n e n t s  t o  b e  s e p a r a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  d e n s i t y .  
T h u s ,  d u r i n g  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  h i g h e r  d e n s i t y  e r y t h r o c y t e s  a n d  p o l y m o r p h o n u c l e a r  
c e l l s  ( P M N s )  o r  g r a n u l o c y t e s  s e d i m e n t  t o  t h e  b o t t o m  o f  t h e  t u b e ,  w h l e  t h e  l o w e r  
d e n s i t y  m o n o n u c l e a r  c e l l s  f o r m  a  d i s t i n c t  c l o u d y  l a y e r  a t  t h e  i n t e r f a c e  o f  t h e  s a m p l e  
( f i g u r e  2 . 2 . 1 ) .  T h i s  m o n o n u c l e a r  l a y e r  o f  c e l l s  o r  b u m  c o a t  l a y e r  i s  t h e n  r e m o v e d  
u s i n g  a  P a s t e u r  p i p e t t e  a n d  t h e  c e l l s  a r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  1  Om1 o f  t h e  s u p p l e m e n t e d  
H B S S  s o l u t i o n ,  w i t h  c e n t r i f b g a t i o n  a t  8 0 0 g  f o r  5 m i n s .  A f t e r  t h e  h a 1  w a s h ,  t h e  
p e l l e t e d  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  2 m l  o f  c o m p l e t e  R o s w e l l  P a r k  M e m o r i a l  I n s t i t u t e  
( c R P M I ) - 1 6 4 0  m e d i u m  ( R P M I  1 6 4 0  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 %  F C S  a n d  1  %  L -  
g l u t a m i n e  a n d  p e n i c i W s t r e p t o m y c i n  s o l u t i o n ) .  T o  r e m o v e  c l u m p s  f i o m  t h e s e  
p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  ( P B M C s ) ,  t h e  c e l l s  w e r e  t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  
4 0 u m  f i l t e r s  a n d  w a s h e d  t h r o u g h  w i t h  c R P M I  a n d  t h e  c e l l  y i e l d  w a s  c a l c u l a t e d  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 2 .  
f - -  m s s  
f - -  P B M C s  
f - -  ~ ~ r n p h o p r e p ~ ~  
f - -  E r y t h r o c y t e s  
a n d  P M N s  
F i g u r e  2 . 2 . 1  S e p a r a t i o n  o f  P B M C s  b y  d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n .  P e r i p h e r a l  b l o o d  w a s  l a y e r e d  o n t o  
~ ~ r n ~ h o p r e ~ ~ ~  i n  a  3 0 m l  s t e r i l i n  t u b e .  F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  b l o o d  c o m p o n e n t s  w e r e  s e p a r a t e d  
i n t o  l a y e r s  a c c o r d i n g  t o  d e n s i t y ;  w i t h  t h e  e r y t h r o c y t e s  a n d  P M N s  s e d i m e n t i n g  t o  t h e  b o t t o m  o f  t h e  t u b e  
a n d  P B M C s  g a t h e r i n g  a t  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  m e d i u m  a n d  ~ ~ r n ~ h o ~ r e p ~ ~ .  
2 . 2 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  c e l l  v i a b i l i t y  a n d  y i e l d  
B a c k g r o u n d  
E t h i d i u m  b r o m i d e  ( E B )  i n t e r c a l a t e s  a n d  s t a i n s  d o u b l e - s t r a n d e d  D N A  a n d  f l u o r e s c e s  
o r a n g e  u n d e r  h a l o g e n  o r  u l t r a  v i o l e t  ( U V )  l i g h t .  I t  c a n  o n l y  s t a i n  c e l l s  w i t h  p e r m e a b l e  
m e m b r a n e s ,  s u c h  a s  t h o s e  i n  t h e  f i n a l  s t a g e s  o f  a p o p t o s i s  a n d  s o  c a n  d e t e c t  d e a d  c e l l s .  
A c r i d i n e  o r a n g e  ( A O )  i s  a  c e l l  p e r m e a b l e  d y e  t h a t  c a n  b i n d  t o  d o u b l e - s t r a n d e d  D N A  
o f  l i v e  c e l l ,  e m i t t i n g  a  g r e e n  f l u o r e s c e n c e  u n d e r  h a l o g e n  o r  U V  l i g h t .  T h e s e  d y e s  a r e  
u s e f b l  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  v i a b l e  c e l l s  f i o m  a  c e l l  s u s p e n s i o n .  A n  E B I A O  s o l u t i o n  w a s  
m a d e  b y  a d d i n g  E B  s t o c k  s o l u t i o n  ( O . 8 m l  o f  4 m g l m l  s o l u t i o n )  t o  A 0  s t o c k  s o l u t i o n  
( 2 m l  o f  1  m g l m l  s o l u t i o n )  a n d  t h e n  m a d e  u p  t o  2 0 0 m l  w i t h  0 . 8 5 %  w e i g h t / v o l u m e  
( w l v )  s o d i u m  c h l o r i d e  ( N a C 1 ) .  
M e t h o d  
T h e  I m p r o v e d  N e u b a u e r  H a e m a c y t o m e t e r  s l i d e  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  n u m b e r  o f  
c e l l s  i n  a  d e f i n e d  v o l u m e .  T h e  m i c r o s c o p i c  s l i d e  c o n t a i n s  a  g r i d  e t c h e d  o n t o  i t s  
s u r f a c e  a n d  t h e  v o l u m e  o f  a  s o l u t i o n  i n  a n  a r e a  o f  t h e  g r i d  c a n  b e  c a l c u l a t e d  f i - o m  t h e  
a r e a  o f  t h e  g r i d  a n d  t h e  h e i g h t  b e t w e e n  t h e  g r i d  a n d  c o v e r  s l i p  ( 0 .  l m m )  ( f i g u r e  2 . 2 . 2 ) .  
C e l l s  t o  b e  c o u n t e d  w e r e  d i l u t e d  i n  E B I A O  a n d  p i p e t t e d  o n t o  t h e  s l i d e  b e n e a t h  a  c o v e r  
s l i p ,  e n s u r i n g  t h a t  t h e  s o l u t i o n  c o v e r e d  t h e  e n t i r e  s u r f a c e  o f  t h e  c o u n t i n g  c h a m b e r  o r  
g r i d .  T h e  n u m b e r  o f  l i v e  ( g r e e n )  a n d  d e a d  ( o r a n g e )  c e l l s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  c o u n t i n g  
t h e  f o u r  c o m e r s  o f  t h e  g r i d  a n d  c e l l  y i e l d  w a s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :  
( A v e r a g e  c e l l  n u m b e r  f i o m  g r i d  c o m e r s )  X  ( d i l u t i o n  f a c t o r )  X  1  o 4  =  c e l l  n u m b e r l m n l  
*  T h e  n u m b e r  l o 4  i s  t h e  v o l u m e  c o r r e c t i o n  f a c t o r  f o r  t h e  s l i d e :  e a c h  s q u a r e  i s  1  X  
l r n r n  a n d  t h e  d e p t h  i s  0 .  l m m .  
F i g u r e  2 . 2 . 2  D i a g r a m  o f  t h e  g r i d  o f  t h e  I m p r o v e d  N e u b a u e r  H a e m o c y t o m e t e r .  
( T a k e n  f i o m :  h t t p : / / w w w . r u E r i c e . e d u / - b i o s l a b s l m e t h o d s )  
2 . 2 . 3  V i r a l  S t o c k s  
H P I V 3  ( V R 9 3 - A T C C )  w i t h  a  s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  T C I D S O / m l  =  9  w a s  p r o v i d e d  b y  
M a r i u s  L o e t s c h e r  ( B e r n a  B i o t e c h  A G ,  S w i t z e r l a n d ) ,  w h o  w a s  a  c o l l a b o r a t o r  o n  o u r  
p r o j e c t .  H P I V 3  ( V R 9 3 - A T C C )  s t o c k s  w e r e  a l s o  p r e p a r e d  i n t e r n a l l y  a s  d e s c r i b e d  
b e l o w .  I n f l u e n z a  A  V i r u s  H 3 N 2  ( A / P a n a m a / 2 0 0 7 / 9 9 )  i n  a l l a n t o n i c  f l u i d  w i t h  a  
T C I D 5 0 / m l  =  8 . 8  w a s  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  R o b e r t  N e w m a n  ( N I B S C ,  H e r t f o r d s h i r e ,  
X I .  
2 . 2 . 3 . 1  I n f e c t i o n  o f  V e r o  c e l l s  f o r  H P n 7 3  p r o p a g a t i o n  
V e r o  c e l l s  ( A h c a n  g r e e n  m o n k e y  k i d n e y  c e l l  l i n e )  w e r e  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  M a r i u s  
L o e t s c h e r  ( B e r n a  B i o t e c h  A G ,  S w i t z e r l a n d ) .  T h e  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  T  1  7 5  f l a s k s  
w i t h  c u l t u r e  m e d i u m ,  c o n s i s t i n g  o f  m i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m  ( M E M ) ,  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  5 %  F C S ,  0 . 6 m g l m l  L - g l u t a m i n e  a n d  5 0 p g l m l  g e n t a m i c i n .  V e r o  
c e l l s  g r o w  v e r y  q u i c k l y  a n d  n e e d e d  t o  b e  s p l i t  e v e r y  2 4 - 4 8 h ,  w h e n  t h e  c e l l s  a r e  - 8 0 -  
9 0 %  c o n f l u e n t .  F o r  s u b c u l t u r e ,  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  a n d  r e p l a c e d  w i t h  
1 0 - 1 5 m l  o f  0 . 0 5 %  t r y p s i n  a n d  l e f t  t o  i n c u b a t e  a t  37OC f o r  a p p r o x i m a t e l y  5 m i n s .  
T r y p s i n  i s  a  p r o t e o l y t i c  e n z y m e  t h a t  c l e a v e s  p r o t e i n  b r i d g e s  w h i c h  a t t a c h  a d h e r e n t  
c e l l s  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s .  T h u s ,  t r y p s i n  e n a b l e s  a d h e r e n t  c e l l s  t o  b e  
c o l l e c t e d  b y  d i s l o d g i n g  t h e m  f i o m  t h e  s u r f a c e  o f  f l a s k s .  A f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  t r y p s i n ,  
t h e  c e l l s  w e r e  v i s u a l i s e d  u s i n g  a n  i n v e r t e d  m i c r o s c o p e  t o  c o n f i r m  c e l l  d e t a c h m e n t  
f i o m  t h e  f l a s k  s u r f a c e .  T h e n  1 0 - 1  5 m l  c u l t u r e  m e d i u m  ( c o n t a i n i n g  F C S )  w e r e  a d d e d  t o  
f l a s k s  t o  n e u t r a l i s e  t h e  t o x i c  e f f e c t s  o f  t h e  t r y p s i n  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  s p u n  a t  1 2 0 0 r p m  
f o r  7 m i n .  T h e  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  2 - 3 m l  c u l t u r e  m e d i u m  a n d  a d d e d  t o  t h r e e  
f l a s k s  c o n t a i n i n g  - 2 9 r n l .  
B e f o r e  V e r o  c e l l  i n f e c t i o n  w i t h  H P I V 3 ,  c e l l s  w e r e  l e f t  t o  g r o w  u n t i l  t h e y  w e r e  8 0 %  
c o n f l u e n t ,  w h i c h  t o o k  a p p r o x i m a t e l y  1 - 2  d a y s .  H P I V 3 ,  w i t h  a  s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  
t i s s u e  c u l t u r e  i n f e c t i o u s  d o s e l r n l  ( T C I D ~ o l r n l )  o f  1  0 ' -  ( V R - 9 3 ,  A T C C ) ,  w a s  d i l u t e d  t o  
a  T C I D S o / m l  o f  l o 7  i n  s e r u m - f i e e  m e d i u m  ( t h e  T C I D S O  o f  a  v i r u s  i s  t h e  d i l u t i o n  o f  
v i r u s  t h a t  c a n  b e  e x p e c t e d  t o  i n f e c t  5 0 %  o f  c u l t u r e  c e l l s  a n d  i s  u s e d  t o  m e a s u r e  v i r u s  
c o n c e n t r a t i o n ) .  T h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  f i o m  t h e  c e l l s  a n d  t h e y  w e r e  
w a s h e d  3 X  w i t h  P B S .  T h e  H P I V 3  c o n t a i n i n g  s e r u m - f i e e  m e d i u m  ( 1  2 8 p 1  v i r u s l 2 0 m l  
M E M )  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  V e r o  c e l l s  ( T I  7 5 )  a n d  l e f t  t o  i n c u b a t e  f o r  4  d a y s  a t  
3  7 ° C .  
2 . 2 . 3 . 2  H a r v e s t i n g  a n d  p u r i f y i n g  H P I V 3  
O n  t h e  d a y  o f  H P I V 3  h a r v e s t ,  V e r o  c e l l s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  3  f i e e z e - t h a w  c y c l e s  t o  
b r e a k  u p  t h e  c e l l s  ( - 8 0 ° C ) .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n ,  c o n t a i n i n g  t h e  v i r u s  a n d  c e l l  d e b r i s  i n  
m e d i u m ,  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  5 0 m l  t u b e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  4OC f o r  4 5 m i n  a t  3 5 0 0 r p r q  
t o  s e d i m e n t  t h e  c e l l  d e b r i s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  a n d  c a r e f d l y  o v e r l a y e d  o n  
- 5 m l  o f  a  3 0 %  s u c r o s e  s o l u t i o n  ( m a d e  i n  1 X  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )  p H  7 . 2  
[ P B S -  4 0 0 g  N a C l ,  5 8 g  N a 2 H P 0 4 ,  l o g  K C 1 ,  l o g  K H 2 P 0 4  a n d  5 1  d i s t i l l e d  w a t e r  =  1  OX 
P B S  s o l u t i o n ] )  i n  u l t r a c e n t r i f b g e  t u b e s  ( s u c r o s e  = 1 / 5  o f  t h e  t o t a l  v o l u m e  a d d e d  t o  t h e  
u l t r a c e n t r i f b g e  t u b e s ) .  T h e  s u c r o s e  s o l u t i o n  w a s  u s e d  a s  a  d e n s i t y  g r a d i e n t .  T h e  t u b e s  
w e r e  t h e n  u l t r a c e n t r i f u g e d  ( f i x e d  a n g l e  r o t o r )  a t  5OC f o r  1 5 h  a t  5 0 0 0 0 r p m .  T h e  
d e l i c a t e  u l t r a c e n t r i f u g e d  p e l l e t s  ( f i g u r e  2 . 2 . 3 )  w i t h  s o m e  o f  t h e  o v e r l a y i n g  c u s h i o n -  
s u c r o s e  s o l u t i o n  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  5 0 m l  t u b e s ,  u s i n g  t r a n s f e r  p i p e t t e s .  S o m e  P B S  
w a s  a d d e d  t o  t h e  t u b e s  t o  d i l u t e  t h e  s u c r o s e  a n d  t h e  p e l l e t e d  f i a g m e n t s  w e r e  s p u n  
d o w n  a t  4 ° C  f o r  4 5 m i n  a t  3 5 0 0 r p m .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  c a r e f b l l y  r e m o v e d  a n d  t h e  
p e l l e t  w a s  w a s h e d  w i t h  P B S  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  4OC f o r  1  O m i n  a t  3 5 0 0 r p m .  T h e  f i n a l  
p e l l e t  o r  p u r i f i e d  v i r u s  w a s  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  1  6 0 p 1  o f  P B  S  ( 1  11 0 0 0  
o f  t h e  v o l u m e  s u b j e c t e d  t o  t h e  u l t r a c e n t r i f u g e )  a n d  a l i q u o t e d  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0 ° C .  
S u c r o s e  c u s h i o n ,  S  
- .  
V i r u s  p e l l e t ,  P  
F i g u r e  2 . 2 . 3  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  v i r u s  p e l l e t  f o l l o w i n g  u l t r a c e n t r i f u a t i o n .  
2 . 2 . 3 . 3  C a l c u l a t i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  H P N 3  
T o  c a l c u l a t e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  H P I V 3 ,  a  t i t r a t i o n  a s s a y  w a s  c a r r i e d  o u t  w l v c h  
d e t e r m i n e s  t h e  T C I D S o l m l  o f  t h e  v i r u s .  V e r o  c e l l s  i n  c u l t u r e  m e d i u m  w e r e  p l a t e d  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1 0 ~  c e l l s l w e l l  ( l O O p l I w e l l ) ,  i n  a  f l a t - b o t t o m e d  9 6  w e l l  p l a t e  a n d  
l e f t  t o  i n c u b a t e  a t  37OC f o r  2 4 h .  F o l l o w i n g  t h e i r  2 4 h  i n c u b a t i o n ,  t h e  V e r o  c e l l s  w e r e  
c o n f l u e n t  a n d  r e a d y  f o r  i n f e c t i o n .  F o r  i n f e c t i o n ,  v i r u s  w a s  d i l u t e d  i n  s e r u m - f i e e  
m e d i u m ,  s t a r t i n g  a t  a  1  :  1 0 0 0  d i l u t i o n  o f  t h e  v i r u s  f o r  t h e  t o p  w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n  
a n d  t h e n  d i l u t i n g  1  :  1 0  d o w n  t h e  p l a t e  ( 1  0 0 p l  v i r u s l w e l l  o f  V e r o  c e l l s ) .  T a b l e  2 . 2 . 3  
s h o w s  t h e  t i t r a t i o n  s c h e m e  f o r  t h e  v i r u s  o n  t h e  9 6  w e l l  p l a t e . T h e  p l a t e  w a s  l e f t  t o  
i n c u b a t e  f o r  5 - 6  d a y s  a n d  t h e n  t h e  t i t r e  w a s  r e a d .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  a l l  m e d i u m  w a s  
r e m o v e d  f i o m  t h e  V e r o  c e l l s  a n d  r e p l a c e d  w i t h  5 O p Y w e l l  o f  1 %  c r y s t a l  v i o l e t  s t a i n i n g  
s o l u t i o n .  A R e r  1 5 m i n s  t h e  s t a i n i n g  s o l u t i o n  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  a i r - d r i e d .  
C e l l s  w e r e  t h e n  e x a m i n e d  b y  l i g h t  m i c r o s c o p y  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  s y n c y t i a ,  w h i c h  a r e  
d e n s e l y  g r o u p e d  c e l l  n u c l e i  a n d  w e l l s  w e r e  m a r k e d  a s  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  f o r  t h e  
p r e s e n s e  o f  s y n c y t i a .  T h e  T C I D ~ o l r n l  o f  t h e  v i r u s  w a s  c a l c u l a t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  
e q u a t i o n :  
L o g  T C I D 5 0 / m l  =  ( n u m b e r  o f  p o s i t i v e  w e l l s ,  b e t w e e n  0  a n d  4 0 )  X  0 . 2  -  l o g ( 1 o w e s t  
d i l u t i o n ,  u s u a l l y  1  O 5  )  +  0 . 5  
( E q u a t i o n  f i o m  M a r i u s  L o e t s c h e r ,  B e r n a  B i o t e c h  A G ,  S w i t z e r l a n d )  
T a b l e  2 . 2 . 3  S h o w s  t h e  p l a t e  p l a n  f o r  t i t r a t i n g  t h e  v i r u s .  
2 . 2 . 4  P l o w  c y t o m e t r y  
B a c k g r o u n d  
N O  v i r u s  
N O  v i r u s  
N O  v i r u s  
N O  v i r u s  
N O  v i r u s  
N o  v i r u s  
N o  v i r u s  
N o  v i r u s  
F l o w  c y t o m e t r y  i s  a  p r o c e s s  u s e d  t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  p r o p e r t i e s  o f  i n d i v i d u a l  c e l l s  a s  
t h e y  p a s s  b y  l a s e r  b e a m s  o f  l i g h t .  I t  c a n  p r o v i d e  u s  w i t h  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  c e l l s  
s i z e ,  g r a n u l a r i t y  a n d  e x p r e s s i o n  o f  p r o t e i n  m a r k e r s  o n  o r  i n  a  p a r t i c u l a r  c e l l .  T o  
a n a l y s e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n ,  c e l l s  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  p a r t i c u l a r  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  
w h i c h  c a n  b i n d  t o  t h e  p r o t e i n  o f  i n t e r e s t .  T h e s e  a n t i b o d i e s  a r e  u s u a l l y  c o n j u g a t e d  t o  
f l u o r o c h r o m e s  t h a t  e m i t  l i g h t  a t  v a r i o u s  w a v e l e n g t h s  a f t e r  e x c i t a t i o n  i n  t h e  l a s e r  
b e a m ,  e n a b l i n g  t h e  p r o t e i n s  t o  b e  d e t e c t e d  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 5 ) .  
1  o - 3  
i  o 4  
1  o - ~  
1  o - ~  
1 0 - 1  
1  0 - "  
1  O - y  
1  0 - l U  
1  0 "  
1  o 4  
1  o F 5  
1  o - ~  
1 0 - 1  
l o - "  
1  o S Y  
1  0 - l U  
A R e r  c e l l s  h a v e  b e e n  l a b e l l e d  w i t h  f l u o r o c h r o m e  c o n j u g a t e d  a n t i b o d i e s ,  t h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  i s  f o r c e d ,  a l o n g  w i t h  s h e a t h  f l u i d  t h r o u g h  a  n o z z l e ,  t h a t  e n a b l e s  t h e  c e l l s  t o  
b e  i n d i v i d u a l l y  s p a c e d  i n  t h i s  s t r e a m  o f  l i q u i d  ( f i g u r e  2 . 2 . 4 ) .  A s  e a c h  c e l l  p a s s e s  t h e  
l a s e r  b e a m ,  w h i c h  i s  u s u a l l y  a n  a r g o n  l i g h t  w i t h  a n  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  o f  4 8 8 n m ,  
t h e  c e l l s  s c a t t e r  t h e  l a s e r  l i g h t  a n d  t h e  f l u o r o c h r o m e  c o n j u g a t e d  a n t i b o d i e s ,  f l u o r e s c e  
a t  d i f f e r e n t  w a v e l e n g t h s .  T h e  s c a t t e r e d  l i g h t  i s  d e t e c t e d  b y  p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s ,  t h a t  
1  o 9  
i  o 4  
- - - - -  
1  o - ~  
1  o - ~  
1  o - ~  
l o - "  
1  o - ~  
p p - P p  
1  0 -  
1  o 5  
1  o 4  
1  o - ~  
1  o a  
1  o - ~  
l o - "  
1  o ‘ ~  
1  0 - I U  
1  o - ~  
1  o - ~  
1  o - ~  
1  o 6  
1  o - ~  
l o - "  
1  o - ~  
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c a n  m e a s u r e  b o t h  t h e  s i z e  o f  a  c e l l ,  d e t e c t e d  a s  f o r w a r d  s c a t t e r  ( F S C )  a n d  c e l l  
g r a n u l a r i t y ,  d e t e c t e d  a s  s i d e  s c a t t e r  ( S S C ) .  T h i s  e n a b l e s  o n e  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  
d i f f e r e n t  c e l l  s u b s e t s  b a s e d  o n  t h e i r  s i z e  a n d  g r a n u l a r i t y ,  s u c h  a s  m a c r o p h a g e ,  w h i c h  
a r e  l a r g e  a n d  g r a n u l a r  c e l l s  c o m p a r e d  t o  l y m p h o c y t e s ,  w h i c h  a r e  a  m u c h  s m a l l e r  a n d  
l e s s  g r a n u l a r  c e l l  p o p u l a t i o n  t h a n  m a c r o p h a g e s .  
T h e  f l u o r e s c e n c e  e m i t t e d  f i o m  t h e  f l u o r o c h r o m e  c o n j u g a t e d  a n t i b o d i e s  a r e  a l s o  
d e t e c t e d  b y  p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s .  T h e r e  a r e  f o u r  m a i n  f l u o r o c h r o m e s  u s e d  i n  f l o w  
c y t o m e t r y :  f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  ( F 1 T C ) -  e m i t s  l i g h t  a t  a  m a x i m u m  i n t e n s i t y  a t  
5 3 0 n m  a n d  i s  d e t e c t e d  b y  t h e  f l u o r e s c e n t  d e t e c t o r  F L 1 ,  p h y c o e r y t h r i n  ( P e ) -  e m i t s  l i g h t  
a t  5 7 8 n m  a n d  i s  d e t e c t e d  b y  F L 2 ,  p e r i d i n  c h l o r o p h y l l  p r o t e i n  ( P e r C P ) -  e m i t s  l i g h t  a t  
6 7 5 n m  a n d  i s  d e t e c t e d  b y  F L 3  a n d  a l l o p h y c o c y a n i n  ( A P C ) -  e m i t s  l i g h t  a t  6 6 0 n m  a n d  
i s  d e t e c t e d  b y  F L 4 .  T h e  i n f o r m a t i o n  i i - o m  t h e  f l o w  c y t o m e t e r  ( F A C S  [ f l u o r e s c e n c e  
a c t i v a t e d  c e l l  s o r t e r ]  c a l i b u r ;  B e c t o n  D i c k i n s o n )  i s  t h e n  f e d  t o  a  c o m p u t e r  w h e r e  t h e  
d a t a  c a n  b e  a n a l y s e d  
( h t t p : / / w w w . p e t e r m a c . o r g / p d f ; ' l n t r o % 2 O t o % 2 O F l o w % 2 O C y t o m e t r y " h 2 O . p d f ) .  
m h t  l i g h t  i s  
m u d  
C d  M b n  V i d s  
F i g u r e  2 . 2 . 4  S i m p l i f i e d  s c h e m a t i c  d i s p l a y i n g  t h e  p r i n c i p l e s  o f  f l o w  c y t o m e t r y .  
( T a k e n  f r o m :  h t t p : / / m e d s . q u e e n s u . c a / q c r i / f l o w / c r i - f c - ~ e t s t a r t e d . h t m )  
2 . 2 . 5  C e l l  s u r f a c e  s t a i n i n g  f o r  f l o w  c y t o m e t r y  
C e l l s  w e r e  c e n t r i f b g e d  a t  3 0 0 0 r p m  f o r  1 0 m i n s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 X  P B S ,  c o n t a i n i n g  
1  %  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  a n d  0 . 0 2 %  s o d i u m  a z i d e ,  k n o w n  a s  P B A  b u f f e r  
( 5 0 p 1 ~ ~ ~ 1 2 ~ 1 0 ~  c e l l s ) .  T h i s  i s  a n  i s o t o n i c  b u f f e r  a n d  t h e  s o d i u m  a z i d e  h e l p s  t o  
p r e v e n t  e n d o  c y t o  s i s  o f  t h e  m o n o  c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( m A b )  a n d  t h e  B  S  A  p r e v e n t s  n o n -  
s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  a n t i b o d i e s .  5 p 1  o f  f l u o r o c h r o m e  l a b e l l e d  m A b s  t h a t  a r e  s p e c i f i c  f o r  
a  p a r t i c u l a r  s u r f a c e  m a r k e r ,  w e r e  a d d e d  t o  F A C S  t u b e s ,  a l o n g  w i t h  t h e  r e s u s p e n d e d  
c e l l s  a n d  i n c u b a t e d  i n  t h e  d a r k  f o r  3 0 m i n  a t  4OC. N u m e r o u s  f l u o r o c h r o m e  l a b e l l e d  
a n t i b o d i e s  c a n  b e  a p p l i e d  t o  t h e  s a m e  F A C S  t u b e ,  p r o v i d e d  t h a t  t h e y  c o n t a i n  d i f f e r e n t  
f l u o r o c h r o m e s  a n d  t h e  f l o w  c y t o m e t e r  u s e d  h a s  t h e  c a p a c i t y  t o  d e t e c t  t h e m .  A f t e r  
i n c u b a t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h  - 2 m l  P B A  a n d  c e n t r i f b g e d  a t  3 0 0 0 r p m  f o r  
1 0 m i n s .  T h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  d i s c a r d e d  a n d  t h e  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 5 m l  
P B A  a n d  r e a d  o n  t h e  f l o w  c y t o m e t e r  F A C S c a l i b u r  a n d  d a t a  w a s  a n a l y s e d  u s i n g  
C e l l q u e s t  s o  R w a r e  ( B e c t o n  D i c k i n s o n ,  O x f o r d ) .  F l u o r o c h r o m e  l a b e l l e d  i s o t y p e  o r  
c o n t r o l  m A b s  t h a t  w e r e  s p e c i f i c a l l y  m a t c h e d  t o  e a c h  o f  t h e  f l u o r o c h r o m e  l a b e l l e d  
m A b s ,  w e r e  u s e d  a s  c o n t r o l s  f o r  n o n - s p e c i f i c  s t a i n i n g  o f  c e l l s  ( f i g u r e  2 . 2 . 5 ) .  T a b l e  
2 . 2 . 4  s u m m a r i s e s  t h e  m A b s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  f o r  f l o w  c y t o m e t e r y .  
F i g u r e  2 . 2 . 5  H i s t o g r a m  d e p i c t i n g  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g .  T h e  p u r p l e  h i s t o g r a m  r e p r e s e n t s  t h e  i s o t y p e  
c o n t r o l  a n d  t h e  g r e e n  h i s t o g r a m  s h o w s  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  a n d  i n t e n s i t y  o f  c e l l s  f o r  t h i s  F I T C  
c o n j u g a t e d  A b .  M 1  r e p r e s e n t s  t h e  r e g i o n  t h a t  i s  p o s i t i v e  f o r  t h e  p a r t i c u l a r  m a r k e r .  
T a b l e  2 . 2 . 4  S u m m a r i s e s  t h e  h u m a n  c e l l  s u r f a c e  m A b s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  
2 . 2 . 6  S e p a r a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  c e l l  s u b s e t s  f r o m  P B M C s  
2 . 2 . 6 . 1  P r i n c i p l e s  o f  m a g n e t i c  m i c r o b e a d  c e l l  s e p a r a t i o n  
M a g n e t i c  m i c r o b e a d  s e p a r a t i o n  o f  c e l l s  i s  a n  e f f i c i e n t  w a y  o f  s e p a r a t i n g  c e l l  s u b s e t s  
o f  i n t e r e s t .  T h e  m a g n e t i c  m i c r o b e a d s  a r e  c o m p o s e d  o f  a n t i b o d i e s  t h a t  a r e  c o n j u g a t e d  
t o  b i o d e g r a d a b l e  b e a d s ,  w h i c h  a r e  c o m p o s e d  o f  i r o n  o x i d e  p o l y s a c c h a r i d e .  T h e s e  
r n i c r o b e a d s  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  c e l l s  a n d  c a n  b i n d  t o  p a r t i c u l a r  c e l l  s u r f a c e  p r o t e i n s .  
T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  i s  t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  a  c o l u m n ,  w h i c h  i s  h e l d  b y  a  m a g n e t  
( M i d i M A C )  a n d  t h i s  e n a b l e s  t h e  c e l l s  l a b e l l e d  w i t h  t h e  m i c r o b e a d s  t o  b e  r e t a i n e d  i n  
t h e  c o l u m n ,  a s  a  r e s u l t  o f  m a g n e t i c  f o r c e s .  U n l a b e l l e d  c e l l s  a r e  t h e r e f o r e  e l u t e d  f i o m  
t h e  c o l u m n  a n d  c a n  b e  c o l l e c t e d  a s  t h e  d e p l e t e d  o r  u n l a b e l l e d  f i a c t i o n .  T o  r e m o v e  t h e  
l a b e l l e d  c e l l s  f i o m  t h e  c o l u m n ,  t h e  c o l u m n  i s  r e m o v e d  f i o m  t h e  m a g n e t  a n d  t h e  c e l l s  
a r e  p l u n g e d  o u t  a n d  c o l l e c t e d  a s  t h e  e n r i c h e d  o r  l a b e l l e d  f i a c t i o n  ( f i g u r e  2 . 2 . 6 ) .  
M a g n e t i c  l a b e l l n g  
T a r g e t  c e l l s  a r e  m a g n e t i c a l l y  
l a  b e l e d  w i t h  M A C S *  M i c r o B e a d s .  
-  -  -  -  
M a g n e t i c  s e p a r a t i o n  
C e l l s  l a b s l e d  w i t h  M A C S  M l c r o B & i d s  
I  
E l u t i o n  o f  t h e  l a b e l e d  c e l l  f r a c t l o n  
T h e  c o l u m n  I s  r e m o v e d  f r o m  t h e  
s e p a r a t o r .  T h e  r e t a i n e d  c e l l s  a r e  
e l u t e d  a s t h e  e n r i c h e d ,  p o s i t i v e l y  
s e l e c t e d  c e l l  f r a c t i o n .  
b  
n  
a r e  r e t a i n e d  o n  t h e  M A C 5  C o l u m n  
w h i l e  u n l a b e l e d  c e l l s  p a s s t h r o u g h .  
F i g u r e  2 . 2 . 6  S u m m a r i s e s  t h e  p r i n c i p l e s  o f  m a g n e t i c  m i c r o b e a d  s e p a r a t i o n  o f  c e l l s .  
( T a k e n  f i o m :  w w w . m i l t e n y i b i o t e c . c o m )  
2 . 2 . 6 . 2  S e p a r a t i o n  o f  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l s  
I s o l a t i o n  o f  C D  1 4 +  m o n o c y e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l  f i o m  h u m a n  P B M C s ,  u s i n g  a n t i -  
h u m a n  m i c r o b e a d s ,  w a s  p e r f o r m e d  i n  a c c o r d a n c e  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r s  s p e c i f i c a t i o n s  
( M i l t e n y i  B i o t e c ) .  B r i e f l y ,  P B M C s  w e r e  c e n t r i f b g e d  a t  3 0 0 g  f o r  1  O m i n s  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  d e g a s s e d  M A C S  b u f f e r  ( 8 0 ~ 1  o f  b u f f e r l l ~ l  o 7  c e l l s ) ,  c o n s i s t i n g  o f  
s t e r i l e  P B S ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 5 %  B S A  a n d  2 r n M  E D T A  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  e i t h e r  
C D 1 4  f o r  C D 3  m i c r o b e a d s  ( 2 0 ~ 1  o f  b e a d s i l ~ 1 0 ~  c e l l s ) ,  f o r  1 5 r n i n s  a t  4OC. F o l l o w i n g  
i n c u b a t i o n ,  c e l l s  w e r e  w a s h e d  b y  a d d i n g  M A C S  b u f f e r  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 g  f o r  
1  O r n i n s .  T h e  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  M A C S  b u f f e r  ( a p p r o x i m a t e l y  6 d 1  X I  o 8  
c e l l s ) .  T o  p o s i t i v e l y  s e l e c t  C D 1 4 +  a n d  C D 3 +  c e l l s ,  L S  c o l u m n s  w e r e  u s e d  a n d  p l a c e d  
i n  t h e  m a g n e t .  T h e  c o l u m n  w a s  f i r s t l y  w a s h e d  w i t h  3 m l  o f  M A C S  b u f f e r  a n d  t h e n  t h e  
r e s u s p e n d e d  c e l l s  a r e  a d d e d  t o  t h e  c o l u m n  a n d  t h e  c o l u m n  i s  r i n s e d  w i t h  9 m l  o f  
b u f f e r .  T h e  f i a c t i o n  c o l l e c t e d  f i r s t  i s  t h e  u n l a b e l l e d  c e l l s  o r  d e p l e t e d  f i a c t i o n .  A f t e r  a l l  
t h e  M A C S  b u f f e r  h a s  r u n  t h r o u g h  t h e  c o l u m n ,  t h e  p o s i t i v e l y  l a b e l l e d  c e l l s  a r e  f l u s h e d  
o u t  o f  t h e  c o l u m n  w i t h  a  p l u n g e r  ( 5 m l ) .  
2 . 2 . 6 . 3  D e t e r m i n i n g  c e l l  p u r i t y  
T o  d e t e r m i n e  t h e  p u r i t y  o f  t h e  C D  1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l s ,  t h e  c e l l s  w e r e  
s t a i n e d  w i t h  t h e i r  r e s p e c t i v e  m A b s ,  P e  c o n j u g a t e d  a n t i - C D 1 4  f o r  m o n o c y t e s  a n d  A P C  
c o n j u g a t e d  a n t i - C D 3  f o r  T  c e l l s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 4 ,  i n  a d d i t i o n  t o  o t h e r  
r e l e v a n t  m A b s  u s e f b l  i n  d e t e r m i n i n g  c e l l  p u r i t y .  T h e  c e l l s  w e r e  a n a l y s e d  b y  f l o w  
c y t o m e t r y  a n d  r o u n t i n e l y  p u r i t y  w a s  > 9 0 %  f o r  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  > 9 5 %  f o r  
C D 3 +  T  c e l l s  ( r e f e r  t o  a p p e n d i x  1 A ) .  
2 . 2 . 7  V i r u s  i n f e c t i o n  a n d  c u l t u r e  o f  c e l l s  
2 . 2 . 7 . 1  V i r u s  i n f e c t i o n  o f  m o n o c y t e s  a n d  d e n d r i t i c  c e l l s  
C D 1 4 +  m o n o c y t e s  w h i c h  h a d  b e e n  p u r i f i e d  f i o m  P B M C s  ( d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  
2 . 2 . 6 . 2 )  w e r e  c u l t u r e d  i n  c R P M I ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 0 n g / m l  r e c o m b i n a n t  h u m a n  
( r h )  G M - C S F  a n d  5 0 n g l m l  r h I L - 4  ( I L - 4  D C )  o r  5 0 0 U l m l  r h I F N a 2 b  ( I F N - D C ) ,  f o r  6  
a n d  4  d a y s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  c u l t u r i n g  t e c h n i q u e  g e n e r a t e s  b o t h  i m m a t u r e  I L - 4  D C s  
a n d  I F N - D C s .  T w o  m a i n  s t o c k s  o f  p u r i f i e d  H P I V 3  w e r e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  ( s e c t i o n  
2 . 2 . 3 ) :  1  )  H P I V 3  p r o p a g a t e d  a n d  p u r i f i e d  i n t e r n a l l y  ( s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  T C I D 5 0 / m l  =  
8 )  a n d  2 )  H P I V 3  ( s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  T C I D 5 o I m l =  9 )  p r o v i d e d  b y  M a r i u s  L o e t s c h e r  
( B e r n a  B i o t e c h  A G ,  S w i t z e r l a n d ) .  I n f l u e n z a  A  V i r u s  H 3 N 2  ( A / P a n a m a / 2 0 0 7 / 9 9 )  i n  
a l l a n t o n i c  f l u i d  w i t h  a  T C I D 5 o / m l =  8 . 8  w a s  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  R o b e r t  N e w m a n  
( N I B S C ,  H e r t f o r d s h x e ,  U K ) .  C D 1 4 +  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s  w e r e  
i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  a t  a  T C I D 5 0 1 m l  o f  6  o r  i n f l u e n z a  v i r u s  a t  a  T C I D 5 0 1 m l  o f  7  f o r  2 h  
a t  3 7 ° C  ( P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a1 2 0 0 1 ) ,  t h e n  s u b s e q u e n t l y  w a s h e d  ( c e n t r i h g e d  a t  
3 0 0 0 r p m  f o r  5 r n i n s )  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  t o  r e m o v e  e x c e s s  v i r u s .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  
c u l t u r e d  i n  f i e s h  c R P M I  o n  a  2 4  w e l l  p l a t e  ( 1 x 1 0 ~  c e l l s l m l )  f o r  t h e  i n d i c a t e d  t i m e  
p o i n t s .  A s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l ,  C D 1 4 +  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s  w e r e  a l s o  
c u l t u r e d  w i t h  2 5 n g l m l  o f  r h T N F a ,  w h i c h  i s  a  c o m m o n  c y t o k i n e  u s e d  t o  i n d u c e  D C  
m a t u r a t i o n  ( C e l l a  e t  a1 1 9 9 9 ) .  
2 . 2 . 7 . 2  C u l t u r i n g  o f  t h e  h u m a n  e p i t h e l i a l  A 5 4 9  c e l l  l i n e  
A 5 4 9  c e l l s  w e r e  k i n d l y  s u p p l i e d  b y  S h i r l e y  0 '  D e a  ( I n s t i t u t e  o f  I m m u n o l o g y ,  
N . U . 1 . M ) .  C e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  1 2 m l  o f  D u l b e c c o  ' s  b a s a l  m e d i u m ,  s u p p l e m e n t e d  
w i t h  1 0 %  F C S  a n d  1 %  L - g l u t a m i n e  a t  3 7 O C .  A t  a p p r o p i a t e  i n t e r v a l s ,  w h e n  t h e  c e l l s  
w e r e  c o n f l u e n t ,  t h e y  w e r e  s u b c u l t u r e d  u s i n g  5 m l  o f  0 . 0 5 %  t r y p s i n  a n d  t h e n  
r e s u s p e n d e d  i n  5 m l  o f  c u l t u r e  m e d i u m  w h e n  t h e  a d h e r e n t  c e l l s  b e c a m e  d i s l o d g e d  
f r o m  t h e  s u r f a c e  o f  T 7 5  f l a s k s .  T h e  c e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 r p m  f o r  7 m i n s  a n d  
t h e  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  a  - 3 m l  c u l t u r e  m e d i u m  a n d  a d d e d  t o  t h r e e  f l a s k s  
c o n t a i n i n g  - 1  1  m l  c u l t u r e  m e d i u m .  
2 . 2 . 7 . 3  V i r u s  i n f e c t i o n  o f  A 5 4 9  c e l l s  
F o r  i n f e c t i o n ,  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  f i o m  t h e  c e l l s  a n d  r e p l a c e d  w i t h  6 m l  o f  
m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  H P I V 3  o r  i n f l u e n z a  v i r u s ,  a t  a  T C I D S o / m l  o f  6 .  T h e  c e l l s  
w e r e  l e f t  t o  i n c u b a t e  f o r  2 h  a t  37OC a n d  t h e n  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  
a n d  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  a n d  r e p l a c e d  w i t h  1 2 m l  c R P M I  a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 4 h .  
F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  f i o m  t h e  c e l l s  a n d  c e n t r i f b g e d  a t  
1 2 0 0 r p m  f o r  7  m i n s .  T h e  s u p e r n a t a n t  ( c o n t a i n i n g  t h e  v i r u s )  w a s  a l i q u o t e d  a n d  f i o z e n  
d i r e c t l y  a t  - 2 0 ° C  o r  U V  i n a c t i v a t e d  i n  a  p e t r i  d i s h  u n d e r  U V  l i g h t  f o r  2 0 m i n  
( i n a c t i v a t e s  t h e  v i r u s )  a n d  t h e n  s u b s e q u e n t l y ,  a l i q u o t e d  a n d  f i o z e n .  S o m e  f l a s k s  w e r e  
n o t  i n f e c t e d  w i t h  v i r u s  b u t  w e r e  s t i l l  w a s h e d  a n d  c u l t u r e d  w i t h  1 2 m l  o f  c R P M I  f o r  
2 4 h  a n d  s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  f i o z e n  f o r  c o n t r o l  p u r p o s e s .  C D 1 4 +  
m o n o c y t e s  ( 1 x 1 0 ~  c e l l s l m l )  w e r e  c u l t u r e d  o n  a  2 4  w e l l  p l a t e  w i t h  n o n - i n f e c t e d  A 5 4 9  
s u p e r n a t a n t ,  v i r u s  i n f e c t e d  A 5 4 9  s u p e r n a t a n t  o r  U V  i n a c t i v a t e d  A 5 4 9  s u p e r n a t a n t  a t  
5 0 %  v o l u m e / v o l u m e  ( v / v )  r a t i o  f o r  i n d i c a t e d  t i m e  p o i n t s .  
2 . 2 . 8  D e t e r m i n a t i o n  o f  a p o p t o t i c  c e l l s  
B a c k g r o u n d  
A p o p t o s i s  ( p r o g r a m m e d  c e l l  d e a t h )  o f  c e l l s  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  A n n e x i n  V -  
F I T C  A p o p t o s i s  D e t e c t i o n  K i t  I  ( B D  P h a r r n i n g e n ) .  A p o p t o s i s  c a n  b e  c h a r a c t e r i s e d  b y  
c e r t a i n  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s ,  s u c h  a s  t h e  l o s s  o f  p l a s m a  m e m b r a n e  a n d  t h e  
c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  a n d  n u c l e u s  o f  c e l l s .  T h i s  d e t e c t i o n  k i t  i d e n t i f i e s  
a p o p t o t i c  c e l l s  b y  t h e  l o s s  o f  t h e i r  p l a s m a  m e m b r a n e s .  W h e n  c e l l s  a r e  u n d e r g o i n g  
a p o p t o s i s ,  t h e  m e m b r a n e  p h o s p h o l i p i d  p h o s p h a t i d y l s e r i n e  ( P S )  i s  t r a n s l o c a t e d  f i - o m  
t h e  i n n e r  t o  t h e  o u t e r  s u r f a c e  o f  t h e  c e l l  m e m b r a n e .  P S  e x t e r n a l i s a t i o n  o c c u r s  i n  t h e  
e a r l y  s t a g e s  o f  a p o p t o s i s .  O n c e  e x p o s e d  o n  t h e  c e l l  s u r f a c e ,  a n n e x i n  V ,  w h i c h  i s  a  
p h o s p h o l i p i d - b i n d i n g  p r o t e i n  t h a t  h a s  h i g h  a f f i n i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  f o r  P S ,  c a n  b i n d  t o  
P S .  A s  a n n e x i n  V  i s  c o n j u g a t e d  t o  F I T C ,  i t s  d e t e c t i o n  c a n  b e  r e a d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  
I n  t h i s  d e t e c t i o n  k i t ,  c e l l s  a r e  a l s o  s t a i n e d  w i t h  p r o p i d i u m  i o d i d e  ( P I ) ,  w h i c h  i s  a  
m e m b r a n e  i r n p e r r n e a n t  d y e  t h a t  c a n  s t a i n  D N A  a n d  s o  i s  u s e l l  f o r  i d e n t i @ i n g  c e l l s  i n  
t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  a p o p t o s i s .  B y  s t a i n i n g  c e l l s  w i t h  b o t h  a n n e x i n  V  F I T C  a n d  P I ,  t h s  
a l l o w s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  b o t h  e a r l y  a n d  l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  
( w w w . b d b i o s c i e n c e s .  c o m ) .  
M e t h o d  
C e l l s  w e r e  s t a i n e d  f o r  a p o p t o s i s  d e t e c t i o n  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r s  g u i d e l m e s  
( B D  P h a r m i n g e n ) .  B r i e f l y ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d ,  c o u n t e d  ( s e e  s e c t i o n  2 . 2 . 2 )  a n d  t h e n  
w a s h e d  ( 3 0 0 0 r p m  f o r  5 m i n s )  w i t h  i c e  c o l d  P B S .  C e l l  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1  X  
b i n d i n g  b u f f e r  ( s u p p l i e d  w i t h  k i t )  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1 0 '  c e l l s / l O O p l  o f  b u f f e r .  
5 p 1  o f  a n n e x i n  V  F I T C  a n d  5 p l  o f  P I  ( P e )  w e r e  a d d e d  t o  F A C S  t u b e s  a l o n g  w i t h  
1 0 0 ~ 1  o f  r e s u s p e n d e d  c e l l s .  C e l l s  w e r e  v o r t e x e d  a n d  i n c u b a t e d  i n  t h e  d a r k  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  ( R T )  f o r  1  S m i n s .  T h e n  a  f b r t h e r  4 0 0 ~ 1  o f  1  X  b i n d i n g  b u f f e r  w a s  a d d e d  
t o  t h e  F A C S  t u b e s  a n d  c e l l s  w e r e  r e a d  w i t h i n  t h e  h o u r  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  U n s t a i n e d  
c e l l s  w e r e  u s e d  a s  c o n t r o l s  o r  i s o t y p e s  t o  s e t  t h e  p a r a m e t e r s  n e e d e d  f o r  F A C S .  F o r  
a n a l y s e s ,  q u a d r a n t s  m a r k e r s  w e r e  s e t  b a s e d  o n  i s o t y p e  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t ;  w h e r e  t h e  l o w e r  l e f t  ( L L )  o r  a n n e x i n  V - P I -  
q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l i v i n g  c e l l s ,  t h e  l o w e r  r i g h t  ( L R )  o r  a n n e x i n  V ' P I -  q u a d r a n t  
r e p r e s e n t s  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s ,  t h e  u p p e r  r i g h t  ( U R )  o r  a n n e x i n  V ' P I '  q u a d r a n t  
r e p r e s e n t s  l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  a n d  u p p e r  l e f t  ( U L )  o r  a n n e x i n  V - P I '  q u a d r a n t  
r e p r e s e n t s  n e c r o t i c  o r  d e a d  c e l l s  ( f i g u r e  2 . 2 . 7 ) .  
I s o t y p e  
S a m p l e  
Q u e d  
F i l e :  0 5 0 6 1 6 e p a p t o s i s . 0 0 2  
S m p l e  I D :  
T u b e :  
A c q u i s i r i o n  D x e '  O 8 J a n - 0 4  
G N e d  E v e n t s  1 0 0 0 0  
X  P m e l e r  F L  14 ( L o g ]  
t ,  
Q u d L o c u m o n  I Q .  1 9  
Q u e d  E m s  % G a t e d  % T o t a l  K  
U L  
3 5  
0 . 3 5  0 . 3 5  
U R  
1 4 9 0  
1 4 . 9 0  1 4 . 9 0  
L L  
4 8 2 9  
4 8 . 2 9  4 8 . 2 9  
L R  X M 6  
3 6 . 4 6  3 6 . 4 6  
F i g u r e  2 . 2 . 7  D o t  b l o t  r e p r e s e n t i n g  i s o t y p e  c o n t r o l  a n d  s t a i n e d  s a m p l e .  T h e  u n s t a i n e d  c e l l s  w e r e  
u s e d  a s  a  c o n t r o l  f o r  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  f o r  F L 1  a n d  F L 2  a n d  q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  s e t  a g a i n s t  t h i s  
i s o t y p e  c o n t r o l .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  a n n e x i n  V  a n d  P I  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t ,  c o u l d  
t h e n  b e  d e t e r m i n e d  f i o m  t h e  s t a i n e d  s a m p l e .  
2 . 2 . 9  E n z y m e  l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( E L I S A )  
2 . 2 . 9 . 1  P r i n c i p l e  o f  t h e  s a n d w i c h  E L I S A  
B a c k g r o u n d  
E L I S A s  c a n  b e  u s e d  t o  q u a n t i f l  t h e  a m o u n t  o f  c y t o k i n e  p r o d u c e d  i n  s o l u t i o n .  I n  a  
s a n d w i c h  E L I S A ,  a  f i x e d  q u a n t i t y  o f  c a p t u r e  a n t i b o d y  ( m A b ) ,  s p e c i f i c  f o r  t h e  
c y t o k i n e  b e i n g  d e t e c t e d ,  i s  b o u n d  t o  a  9 6  w e l l  p l a t e  ( t h e  c a p t u r e  a n t i b o d y  i s  d i l u t e d  i n  
b u f f e r ,  s u c h  a s  P B S  a n d  u s u a l l y  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4 O C ) .  T h e  p l a t e  i n  t h e n  w a s h e d  
t o  r e m o v e  e x c e s s  o r  u n b o u n d  a n t i b o d y  a n d  a  b l o c k i n g  b u f f e r ,  u s u a l l y  c o n t a i n i n g  B S A ,  
i s  a d d e d  t o  p r e v e n t  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  s u b s e q u e n t l y  a d d e d  r e a g e n t s .  S a m p l e s  o f  
u n k n o w n  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a  s e r i e s  o f  r e c o m b i n a n t  c y t o k i n e  s t a n d a r d s  o f  
k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  a r e  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4OC. T h e  p l a t e  
i s  w a s h e d  a g a i n  t o  r e m o v e  a n y  u n b o u n d  a n t i g e n  o r  c y t o k i n e  a n d  a  b i o t i n y l a t e d  
d e t e c t i o n  a n t i b o d y  f o r  t h e  c y t o k i n e  i s  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  ( u s u a l l y  f o r  2 h  a t  R T ) .  
A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  p l a t e  i s  w a s h e d  a n d  t h e n  s t r e p t a v i d i n - h o r s e r a d i s h  - p e r o x i d a s e  
( H R P )  i s  a d d e d  t o  t h e  p l a t e .  S t r e p t a v i d i n  b i n d s  b i o t i n  w i t h  h g h  a f f i n i t y  a n d  i s  
c o n j u g a t e d  t o  H R P ,  w h i c h  i s  a n  e n z y m e  t h a t  c a t a l y s e s  t h e  o x i d a t i o n  o f  i t s  s u b s t r a t e  
t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  ( T M B )  b y  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  f o r m i n g  a  b l u e  c o m p o u n d .  
F o l l o w i n g  s t r e p t a v i d i n - H R P  i n c u b a t i o n  t h e  p l a t e  i s  w a s h e d  a g a i n  a n d  T M B  i s  a d d e d ,  
w h i c h  f o r m s  a  b l u e  c o l o u r  t h a t  i n c r e a s e s  i n  i n t e n s i t y  i n  t h e  w e l l ,  i f  a  l o t  o f  c y t o k i n e  
h a s  b e e n  b o u n d  t o  t h e  w e l l .  T h e  r e a c t i o n  i s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  s u l p h u r i c  a c i d  t o  t h e  
p l a t e ,  w h i c h  t u r n s  t h e  s o l u t i o n  a  y e l l o w  c o l o u r  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  o f  l i g h t  a t  4 5 0 n m  i s  
r e a d  b y  a  p l a t e  r e a d e r  ( w w w . a b c a m . c o m / t e c h n i c a l ) .  T h u s ,  t h e  r a t e  o f  c o l o u r  f o r m a t i o n  
i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  c y t o k i n e  p r e s e n t .  F i g u r e  2 . 2 . 8  s u r n r n a r i s e s  t h e  
p r i n c i p l e s  o f  a  s a n d w i c h  E L I S A .  
a n t i b o d y -  
c o a t e d  w e l l  
R n t i g r n  b i n d s  
t o  a n t i b o *  
A  u:cond m o n o c l o n a l  
a n t ~ b o d y ,  l i n k e d  t o  
e n z y m e ,  b i n d s  l o  
i m m o b i l i z e d  a n t ~ g e n  
S u b s t r a t e  1 5  a d d e d  a n d  
c o n v e r t e d  b y  e n z y n i c  ~ n t o  
c o l o r e d  p r o d u c t ;  t h e  r a t v  
o f  c o l o r  f o r m a t ~ o n  I S  
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
a m o u n t  o f  a n t ~ g c n  
F i g u r e  2 . 2 . 8  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i n g  t h e  p r i n c i p l e s  o f  a  s a n d w i c h  E L I S A  
( T a k e n  f i o m :  h t t p : / / w w w . n c b i . n l r n . n i h . n o v / b o o k s / b v . f c ~ . 5 1 5 )  
2 . 2 . 9 . 2  C a l c u l a t i n g  t h e  r e s u l t s  f r o m  a  s a n d w i c h  E L I S A  
O n c e  t h e  a b s o r b a n c e  a t  4 5 0 n r n  h a s  b e e n  r e a d ,  t h e  k n o w n  s t a n d a r d  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  
p l o t t e d  a g a i n s t  o p t i c a l  d e n s i t y  ( O D )  o r  o p t i c a l  a b s o r b a n c e ,  p r o d u c i n g  a  s t a n d a r d  c u r v e  
( f i g u r e  2 . 2 . 9 ) .  T h e  u n k n o w n  s a m p l e s  w i t h  a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  a t  4 5 0 n r n  c a n  t h e n  b e  
r e a d  f r o m  t h e  c u r v e  t o  g i v e  k n o w n  s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n s .  
S t a n d a r d  C u r v e  
1  1 0  1 0 0  1 0 0 0  
c y t o k i n e  c o n c e n t r a t i o n  ( p g l r n l )  
F i g u r e  2 . 2 . 9  T y p i c a l  s t a n d a r d  c u r v e  d e p i c t i n g  O D  v a l u e s  +  2  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  a g a i n s t  k n o w n  
c y t o k i n e  c o n c e n t r a t i o n s .  
2 . 2 . 9 . 3  Q u a n t i f y i n g  d i f f e r e n t  c y t o k i n e s  b y  E L I S A  
S u p e r n a t a n t  f i o m  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  i n d i c a t e d  t i m e  p o i n t s  a n d  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  w a s  m e a s u r e d  b y  E L I S A  k i t s ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r s  i n s t r u c t i o n s  
( R & D ) .  T a b l e  2 . 2 . 5  r e p r e s e n t s  t h e  d i f f e r e n t  E L I S A  k i t s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  t o  d e t e c t  
p a r t i c u l a r  c y t o l u n e s .  S a m p l e s  a n d  s t a n d a r d s  w e r e  p l a t e d  e i t h e r  i n  d u p l i c a t e  o r  
t r i p l i c a t e  w e l l s  o n  t h e  9 6  w e l l  p l a t e  t o  e n s u r e  a c c u r a t e  q u a n t i t a t i v e  r e s u l t s  w e r e  
o b t a i n e d  a n d  s t a t i s t i c a l  a n a l y s e s  c o u l d  b e  p e r f o r m e d  o n  t h e  s a m p l e s .  
T a b l e  2 . 2 . 5  L i s t s  t h e  H u m a n  E L I S A  k i t s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  
2 . 2 . 1 0  C o c u l t u r e  a s s a y s  
B a c k a r o u n d  
M i x e d  l e u k o c y t e / l y m p h o c y t e  r e a c t i o n  ( M L R )  i s  a  c o m m o n  a s s a y  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  T  
c e l l  r e s p o n s e s .  I n  t h i s  r e a c t i o n  T  c e l l s  f i o m  o n e  i n d i v i d u a l  a r e  u s u a l l y  m i x e d  w i t h  
A P C s  f i o m  a  s e c o n d  i n d i v i d u a l  a n d  i f  t h e s e  T  c e l l s  r e c o g n i s e  t h e  o t h e r  i n d i v i d u a l s  
M H C  m o l e c u l e s  a s  b e i n g  f o r e i g n  ( a l l o g e n e i c )  t h e n  t h e y  w i l l  p r o l i f e r a t e  i n  r e s p o n s e  t o  
t h e m .  S t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  1 - 1 0 %  o f  a l l  T  c e l l s  w i l l  r e s p o n d  t o  
s t i m u l a t i o n  i n  t h i s  w a y  ( J a n e w a y  e t  a1 2 0 0 5 ) .  
C o m p a n y  
R & D  S y s t e m s  E u r o p e  L t d .  U K  
H u m a n  E L l S A  k i t  C a t a l o g  #  
M e t h o d  
C o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  C D 1 4 +  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s  w e r e  g a m m a  
i r r a d i a t e d  ( s t o p s  c e l l s  p r o l i f e r a t i n g )  w i t h  4 4 2  r a d s l m i n  f o r  2 0 m i n s .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  
w a s h e d  a n d  c e n t r i f b g e d  a t  3 0 0 0 r p m  f o r  S m i n s ,  r e s u s p e n d e d  i n  c R P M I  a n d  c o u n t e d  
( s e c t i o n  2 . 2 . 2 )  a n d  s e e d e d  a t  2 x l o 4  ( 5 O p Y w e l l )  i n t o  9 6 - w e l l  f l a t - b o t t o m e d  p l a t e s .  
C o c u l t u r e s  o f  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  p u r i f i e d  a l l o g e n e i c  C D 3 +  T  c e l l s  ( s e c t i o n  
2 . 2 . 4 . 2 )  o r  m i x e d  l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R :  C D 1 4  d e p l e t e d  o r  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n ,  
c o n t a i n s  h i g h  n u m b e r s  o f  a l l o g e n e i c  T  c e l l s ,  -  4 0 - 5 0 %  C D 3 +  T  c e l l s )  w e r e  p e r f o r m e d  
a t  1  :  1 0  r a t i o s  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s .  T h u s ,  2 x 1  o 4  A P C s  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  2 x 1  o 5  
( 1  5 0 p V w e l l )  T  c e l l s  ( p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  o r  M L R ) .  A l l o g e n e i c  c e l l s ,  s u c h  a s  t h e  
C D 3 +  T  c e l l s  a n d  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  i n  t h i s  c a s e ,  a r e  f i o m  a  d i f f e r e n t  d o n o r  t o  t h e  
C D 1 4 +  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s  a n d  t h e r e f o r e  e x p r e s s  d i f f e r e n t  M H C  
m o l e c u l e s  t o  t h e s e  i r r a d i a t e d  c e l l s .  W h e n  t h e s e  c e l l s  f i o m  d i f f e r e n t  d o n o r s  a r e  m i x e d  
t o g e t h e r ,  t h e  n o n  i r r a d i a t e d  T  c e l l s  w i l l  d i v i d e  o r  p r o l i f e r a t e  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  
' f o r e i g n '  o r  n o n - s e l f  M H C  m o l e c u l e s ,  e x p r e s s e d  b y  t h e  i r r a d i a t e d  c e l l s .  T h s  a s s a y  i s  
u s e f b l  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  f u n c t i o n a l  c a p a c i t y  o f  a n  A P C  t h r o u g h  i t s  a b i l i t y  t o  
I L - I  0  D u o S e t  E L S A  k i t  
D Y 2 1 7  
I L - 1 2 p 4 0  D u o S e t  E L l S A  k i t  
T N F a  D u o S e t  E L S A  k i t  
l F N a  E L S A  k i t  
l F N y  D u o S e t  E L l S A  k i t  D Y 2 8 5  R & D  S y s t e m s  E u r o p e  L t d .  U K  
D Y 1 2 4 0  
D Y 2 1 0  
4 1  1 0 0 - 1  
R & D  S y s t e m s  E u r o p e  L t d .  U K  
R & D  S y s t e m s  E u r o p e  L t d .  U K  
R & D  S y s t e m s  E u r o p e  L t d .  U K  
s t i m u l a t e  T  c e l l s .  F o r  c o n t r o l  p u r p o s e s ,  u n s t i r n u l a t e d  T  c e l l s  w e r e  a l s o  a d d e d  t o  t h e  9 6  
w e l l  p l a t e  a s  a  n e g a t i v e  c o n t r o l .  F o r  a  p o s t i v e  c o n t r o l ,  T  c e l l s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  
5 0 n g I m l  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a c t i v a t o r  p h o r b o l  1 2 - m y r i s t a t e  1 3 - a c e t a t e  ( P M A ,  s t o c k  
c o n c e n t r a t i o n  =  1  O p g l m l )  a n d  1  p g l m l  a n t i - h u m a n  C D 3  m A b  ( s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  =  
l m g l r n l ) .  P M A  d i r e c t l y  a c t i v a t e s  p r o t e i n  k i n a s e  C ,  w h i c h  i n  t u r n  c a n  a c t i v a t e  v a r i o u s  
s i g n a l l i n g  p a t h w a y s ,  l e a d i n g  t o  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  A n t i - h u m a n  C D 3  m A b  a c t i v a t e s  T  
c e l l s  b y  b i n d i n g  o r  c r o s s l i n k i n g  t o  C D 3  o n  t h e  s u r f a c e  o f  T  c e l l s .  T h e  a n t i - h u m a n  
C D 3  m A b  w a s  b o u n d  t o  t h e  9 6  w e l l  p l a t e ,  i n  d i s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( 0 . 1 M  
N a 2 H P 0 4  -  N a 2 H P 0 4  w a s  m a d e  t o  0 . 1 M  w i t h  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  p H  t o  9  w i t h  
O . 1 M  s o d i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e )  b i n d i n g  b u f f e r  f o r  2 4 h  a t  3 7 ' C ,  p r i o r  t o  
s t i m u l a t i o n .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  a n t i b o d y  s o l u t i o n  w a s  r e m o v e d  a n d  w e l l s  w e r e  
w a s h e d  X 2  w i t h  s t e r i l e  P B S ,  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  c e l l s .  C o c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  
f o r  5  d a y s  i n  t o t a l  a t  3  7 ' C .  A t  d a y  3 ,  s u p e r n a t a n t s  ( - 1  6 0 p 1 )  w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  
c o c u l t u r e s  a n d  f i e s h  c R P M I  w a s  a d d e d  t o  c e l l s .  A t  d a y  5 ,  c e l l s  w e r e  a s s e s s e d  f o r  
p r o l i f e r a t i o n  b y  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n .  A l l  s a m p l e s  w e r e  p e r f o m e d  i n  
t r i p l i c a t e  o n  t h e  9 6  w e l l  p l a t e s .  
2 . 2 . 1 1  3 ~ - ~ h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  
B a c k g r o u n d  
T r i t i u m  ( 3 ~ )  i s  a  r a d i o i s o t o p e  a n d  c a n  b e  a t t a c h e d  t o  t h y m i d i n e ,  w h i c h  i s  o n e  o f  t h e  
b a s e s  o f  D N A .  3 ~ - t h y m i d i n e  c a n  b e  u s e d  t o  d e t e r m i n e  p r o l i f e r a t i o n  o f  c e l l s  b y  
u l t i m a t e l y  b e c o m i n g  i n c o r p o r a t e d  i n t o  r e p l i c a t i n g  D N A .  T h u s ,  t h e  m o r e  c e l l  d i v i s i o n s  
t h e  m o r e  3 ~ - t h y m i d i n e  w i l l  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  D N A .  
A f t e r  i n c u b a t i n g  t h e  c o c u l t u r e s  ( s e c t i o n  2 . 2 . 1  0 )  f o r  5  d a y s ,  3 ~ - t h y m i d i n e  ( A m e r s h a m  
B i o s c i e n c e s -  s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  =  l m C i / m l )  w a s  d i l u t e d  i n  c R P M I  ( 2 5 p C i / m l )  a n d  
t h e n  2 0 p l  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  ( 2 . 5 p C i / w e l l ) ,  w h i c h  h a d  a  v o l u m e  o f  2 0 0 ~ 1 .  T h e  
p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  a  f h t h e r  5 h  a t  3 7 ' C  a n d  t h e n  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d .  D u r i n g  
h a r v e s t i n g ,  t h e  c e l l s  a r e  w a s h e d  f i o m  t h e  w e l l s  a n d  s u c k e d  u p  t h r o u g h  n e e d l e s .  T h e  
c e l l s  b u r s t  r e l e a s i n g  t h e i r  D N A  a n d  t h e  c e l l  d e b r i s  a n d  D N A  a r e  p a s s e d  t h r o u g h  a  
f i l t e r  m e m b r a n e ,  w h i c h  o n l y  a l l o w s  s m a l l  p a r t i c l e s  ( 4 . 5  p m )  t o  p a s s .  T h u s ,  i n t a c t  
D N A  w h i c h  h a s  a  l a r g e  f i a g m e n t  l e n g t h  ( r a n g i n g  f i o m  m m  -  c m )  c a n n o t  p a s s  t h r o u g h  
t h e  f i l t e r  a n d  s o  i s  c o l l e c t e d  o n  t h e  f d t e r  m e m b r a n e  
( h t t p : / / w w w . c e l l d e a t h . d e / a p o m e t h l p r o l i f h t m l ) .  T h e  f i l t e r  m e m b r a n e  o r  m a t  i s  d r i e d  
a n d  s e a l e d  i n  p l a s t i c  b a g  c o n t a i n i n g  1 - 2 m l  o f  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  a n d  t h e  r a d i o a c t i v e  
s a m p l e  i s  r e a d  o n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  B e t a  p a r t i c l e s  e m i t t e d  f r o m  t h e  r a d i o a c t i v e  
s a m p l e ,  t r a n s f e r  e n e r g y  t o  m o l e c u l e s  i n  t h e  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d ,  w h i c h  i n  t u r n  e x c i t e s  
t h e s e  m o l e c u l e s  ( f l u o r s ) ,  r e l e a s i n g  f l a s h e s  o f  l i g h t .  P h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s  i n  t h e  
c o u n t e r  d e t e c t  t h e s e  t i n y  f l a s h e s  o f  l i g h t ,  w h c h  a r e  c o u n t e d  
( h t t p : / / w w w . s h e f a c . u k / p h y s i c s / t e a c h i n g / p h y 3  1  l / s c i n t i l l a t o r . h t m l ) .  T h e  n u m b e r  o f  
f l a s h e s  o f  l i g h t  c o u n t e d  p e r  m i n u t e  ( c p m )  r e f l e c t s  t h e  i n t e n s i t y  o f  b e t a  r a y s  e m i t t e d  
f i o m  t h e  r a d i o a c t i v e  s a m p l e .  T h u s ,  t h e  m o r e  D N A  p r e s e n t  i n  a  s a m p l e ,  t h e  h i g h e r  i t s  
r a d i o a c t i v i t y  w i l l  b e ,  r e s u l t i n g  i n  h g h e r  n u m b e r s  o f  l i g h t  f l a s h e s  b e i n g  c o u n t e d .  T h e  
d a t a  w a s  p l o t t e d  a s  t h e  a v e r a g e  c p m  + -  t h e  s t a n d a r d  e r r o r .  
2 . 2 . 1 2  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  
D i f f e r e n t  s a m p l e s  w e r e  c o m p a r e d  u s i n g  t w o - s a m p l e  S t u d e n t  t  t e s t s ,  i f  t h e  s a m p l e s  
b e i n g  c o m p a r e d  w e r e  n o r m a l  ( p > 0 . 0 5 ) .  I f  t h e  n o r m a l i t y  p l o t  w a s  < 0 . 0 5  f o r  s a m p l e s  
b e i n g  c o m p a r e d ,  t h e  M a n n - W h l t n e y  U  t e s t  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  s t a t i s t i c a l  
s i g n i f i c a n c e .  R e s u l t s  w e r e  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  a t  t h e  5 %  p r o b a b i l i t y  l e v e l  ( p < 0 . 0 5 ) .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  M i n i t a b  p r o g r a m m e .  
2 . 3  R E S U L T S  
2 . 3 . 1  I s o l a t i o n  o f  p u r e  C D 1 4 +  m o n o c y t e  p o p u l t i o n s  f r o m  P B M C s  
T o  b e g i n  o u r  s t u d y  i n v e s t i g a t i n g  d i f f e r e n t  c e l l  p o p u l a t i o n  r e s p o n s e s  t o  v i r u s  i n f e c t i o n ,  
i t  w a s  i m p e r a t i v e  t o  i s o l a t e  a  h i g h l y  p u r e  p o p u l a t i o n  o f  p r e c u r s o r  C D  1  4 +  m o n o c y t e s ,  
a s  t h e s e  c e l l s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  u s e d  t o  g e n e r a t e  a l l  D C  s u b s e t s ,  i n  t h i s  s t u d y .  
F o l l o w i n g  C D 1 4  p o s i t i v e  s e l e c t i o n ,  i t  w a s  v i s i b l y  n o t i c e a b l e  f i o m  t h e  f o r w a r d  a n d  
s i d e  s c a t t e r  d o t  b l o t s ,  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  a  g r o u p  o f  c e l l s  f i o m  t h e  d e p l e t e d  c e l l  
f i a c t i o n  ( f i g u r e  2 . 3 . 1 ,  l e f t  p a n e l ) .  M o r e  t h a n  9 0 %  o f  t h s  g r o u p  o f  c e l l s  ( C D 1 4  
e n r i c h e d ) ,  s t a i n e d  p o s i t i v e  f o r  C D 1 4  a n d  C D l  l c ,  w h i c h  a r e  m y e l o i d  m a r k e r s ,  
i n d i c a t i v e  o f  c e l l  l i n e a g e .  O n l y  1 . 2 %  o f  t h e  C D  1 4 + C D  1  1  c +  c e l l s  w e r e  n o t  c a p t u r e d  b y  
t h e  p o s i t i v e  s e l e c t i o n  p r o c e s s  a n d  w e r e  e l u t e d  i n t o  t h e  d e p l e t e d  f i a c t i o n  ( f i g u r e  2 . 3 . 1 ,  
r i g h t  p a n e l ) .  C o n t a m i n a t i n g  C D 3 +  c e l l s  f o u n d  i n  t h e  C D 1 4 +  f i a c t i o n ,  w e r e  <  2 %  ( s e e  
a p p e n d i x  1 B ) .  T h u s ,  o u r  s e l e c t i o n  p r o c e s s  w a s  h i g h l y  s u c c e s s ~ l ,  p r o v i d i n g  a  p u r e  
p o p u l a t i o n  o f  p r e c u r s o r  m o n o c y t e s  f o r  s u b s e q u e n t  s t u d i e s .  
2 . 3 . 2  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  d i f f e r e n t  c e l l  s u b s e t s  f o l l o w i n g  v i r a l  
i n f e c t i o n  
F i r s t l y ,  w e  a s s e s s e d  t h e  p h e n o t y p e  o f  m o n o c y t e s ,  i m m a t u r e  I L - 4  D C s  ( c u l t u r e d  f o r  6  
d a y s )  a n d  i m m a t u r e  I F N - D C s  ( c u l t u r e d  f o r  4  d a y s )  i n  t e n n s  o f  c e l l  s i z e  a n d  
g r a n u l a r i t y  ( f i g u r e  2 . 3 . 2 ) .  M o n o c y t e s  e x h i b i t e d  t y p i c a l  p r e c u r s o r  m o r p h o l o g y ,  
d e m o n s t r a t e d  b y  t h e i r  f o r w a r d  a n d  s i d e  s c a t t e r  p r o f i l e ,  w h i c h  r e v e a l e d  a  p o p u l a t i o n  o f  
c e l l s  t h a t  w e r e  s m a l l  i n  s i z e  w i t h  l i t t l e  g r a n u l e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 2 ,  l e f t  p a n e l ) .  I n  c o n t r a s t ,  
t h e  p r e - p r i m e d  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s ,  b o t h  f o r m e d  l a r g e ,  g r a n u l a r  c e l l  p o p u l a t i o n s ,  
e v i d e n t  f i o m  t h e i r  f o r w a r d  a n d  s i d e  s c a t t e r  p r o f i l e  ( f i g u r e  2 . 3 . 2 ,  m i d d l e  a n d  r i g h t  
p a n e l ) .  
F S C H  
F i g u r e  2 . 3 . 1  P u r i t y  o f  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  i s o l a t e d  f r o m  h u m a n  P B M C s .  C e l l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  
h u m a n  F I T C - c o n j u g a t e d  a n t i - C D l  l c  a n d  P e - c o n j u g a t e d  a n t i - C D 1 4 .  U n s e p a r a t e d  P B M C s  c o n t a i n e d  
2 0 . 9 %  C D 1 4 + C D l  l c +  c e l l s .  O n l y  1 . 2 %  C D 1 4 + C D l  l c +  c e l l s  e s c a p e d  p o s i t i v e  s e l e c t i o n  i n  t h e  c o l u m n  
a n d  w e r e  c o l l e c t e d  a s  t h e  C D 1 4  d e p l e t e d  o r  n e g a t i v e  c e l l  f r a c t i o n .  F o l l o w i n g  p o s i t i v e  s e l e c t i o n ,  t h e  
C D 1 4  e n r i c h e d  p o p u l a t i o n  h a d  a  p u r i t y  >  9 0 % .  D a t a  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  > 3  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
( f o r  r a w  d a t a  f r o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . A ) .  
m o n o c y t e  I L - 4  D C  I F N - D C  
F i g u r e  2 . 3 . 2  C e l l  s i z e  a n d  g r a n u l a r i t y  o f  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s .  D i f f e r e n c e s  i n  t h e  
f o r w a r d  a n d  s i d e  s c a t t e r  o f  m o n o c y t e s ,  i m m a t u r e  I L - 4  a n d  I F N - D C s  w e r e  a s s e s s e d  d u r i n g  
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s .  M o n o c y t e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  r e l a t i v e l y  s m a l l  i n  s i z e  w i t h  l i t t l e  g r a n u l e s  
c o m p a r e d  t o  t h e  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s ,  w h i c h  w e r e  l a r g e ,  g r a n u l a r  c e l l s .  C e l l  p o p u l a t i o n s  w e r e  g a t e d  
f o r  p h e n o t y p i c  a n a l y s i s ,  e n s u r i n g  t h a t  h i g h l y  p u r e  c e l l  p o p u l a t i o n s  w e r e  a n a l y s e d .  
0  0  
N e x t ,  w e  a n a l y s e d  t h e  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  p r o f i l e  o f  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s  a n d  
I F N - D C s ,  f o l l o w i n g  d i r e c t  v i r a l  i n f e c t i o n  a n d  A 5 4 9  D C s  g e n e r a t e d  f i - o m  c u l t u r e  w i t h  
i n f e c t e d  e p i t h e l i a l  c e l l  s u p e r n a t a n t s  f o r  4 8 h  ( f i g u r e  2 . 3 . 3 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  A 5 4 9  D C s  
s e e m e d  t o  m i m i c  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  o n  d i r e c t l y  i n f e c t e d  m o n o c y t e s ,  
s h o w i n g  u p r e g u l a t i o n  o f  c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  C D 8 0  a n d  C D 8 6 ,  d o w n r e g u l a t i o n  o f  
m y e l o i d  m a r k e r s  C D  1 4  a n d  C D  1  1  c ,  a n d  u p r e g u l a t i o n  o f  t h e  D C  m a t u r a t i o n  m a r k e r  
C D 8 3 ,  M H C  c l a s s  I 1  a n d  t h e  I L - 3 R a  c h a i n  ( C D 1 2 3 ) ,  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  w i t h  H P I V 3  
( f i g u r e  2 . 3 . 3  C  a n d  D ) .  T h i s  p h e n o t y p i c  p a t t e r n  w a s  a l s o  e v i d e n t  f i - o m  t h e  A 5 4 9  D C s  
g e n e r a t e d  f i - o m  c u l t u r e  w i t h  t h e  U V  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  e p i t h e l i a l  c e l l  s u p e r n a t a n t s ,  
i n d i c a t i n g  t h a t  v i r a l  r e p l i c a t i o n  i s  n o t  a  p r e r e q u i s i t e  f o r  t h i s  v i r a l  i n d u c e d  D C  
m a t u r a t i o n .  H P I V 3  i n f e c t e d  I F N - D C s  s h o w e d  a  s l r n i l a r  e x p r e s s i o n  p r o f i l e  o f  
c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  M H C  C l a s s  I 1  a n d  C D 1 2 3  t o  m o n o c y t e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 3 B ) .  
H o w e v e r ,  i n f e c t i o n  o f  t h e  I L - 4  D C s  w i t h  H P I V 3  g e n e r a t e d  a  D C  t o t a l l y  d i s t i n c t  f i - o m  
t h e  i n f e c t e d  m o n o c y t e  ( f i g u r e  2 . 3 . 3 A ) .  A l t h o u g h  t h e r e  w a s  s t r o n g  u p r e g u l a t i o n  o f  t h e  
c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r  C D 8 6  c o m p a r e d  t o  i t s  p o s i t i v e  c o n t r o l  T N F a ,  t h e  l a c k  o f  
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F S C H  F S C H  F S C H  
e x p r e s s i o n  o f  C D 1 2 3  a n d  p o o r  u p r e g u l a t i o n  o f  M H C  C l a s s  1 1 ,  w o u l d  i n d i c a t e  t h e  
e m e r g e n c e  o f  t w o  v e r y  d i s t i n c t  D C s .  
I n t e r e s t i n g l y ,  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n  g e n e r a t e d  a  D C  d i s t i n c t  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  
D C s  ( f i g u r e  2 . 3 . 3 A - D ) .  W e  o b s e r v e d  n o t a b l e  d i f f e r e n c e s ,  i n c l u d i n g  d o w n r e g u l a t i o n  o f  
C D l  1  c  a n d  C D 1 4 ,  i n  a d d i t i o n  t o ,  u p r e g u l a t i o n  o f  C D 8 3 ,  C D 8 0 ,  C D 1 2 3  a n d  M H C  
C l a s s  1 1 ,  b e t w e e n  t h e  H P I V 3  a n d  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 3 D ) .  
S i m i l a r l y ,  i n f l u e n z a  v i r u s  g e n e r a t e d  A 5 4 9  D C s  m i m i c k e d  d i r e c t  i n f e c t i o n  o f  t h e  
m o n o c y t e s ,  b u t  w i t h  l e s s  p o t e n c y  t h a n  t h e  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  ( f i g u r e  2 . 3 . 3 C  a n d  
D ) .  W e  a l s o  s a w  u p r e g u l a t i o n  o f  c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  a n d  M H C  C l a s s  I 1  f i - o m  
i n f l u e n z a  i n f e c t e d  m o n o c y t e s ,  I F N - D C s  a n d  I L - 4  D C s  ( f i g u r e  2 . 3 . 3 A - C ) .  H o w e v e r ,  
t h e r e  w a s  s t i l l  r e l a t i v e l y  h i g h  l e v e l s  o f  C D 1 4  a n d  C D 1 2 3  o n  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  
i n f e c t e d  m o n o c y t e s  c o m p a r e d  t o  i n f e c t e d  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s ,  e m p h a s i s i n g  t h e i r  
n a y v e  s t a t e .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  d i f f e r e n t  v i r u s e s  m a y  e x e r t  d i f f e r e n t  i n f l u e n c e s  
o n  D C  g e n e r a t i o n ,  w h i c h  m a y  b e  c a u s e d  b y  a r t i f i c i a l  p r e t r e a t m e n t  o f  t h e s e  c e l l s .  
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F i g u r e  2 . 3 . 3  P h e n o t y p i c  p a t t e r n  f r o m  d i r e c t  v i r a l  i n f e c t i o n  o f  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  D C s  v e r s u s  
I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s .  M e d i u m  ( n o n - i n f e c t e d ) ,  T N F a  t r e a t e d ,  m o c k  ( n o n  i n f e c t e d  A 5 4 9  
s u p e r n a t a n t )  t r e a t e d  a n d  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  ( s e c t i o n  2 . 2 . 7 )  w e r e  h a r v e s t e d  a f t e r  4 8 h  a n d  s t a i n e d  w i t h  
h u m a n  F I T C - c o n j u g a t e d  a n t i -  C D 8 0 ,  C D l  l c ;  P E - c o n j u g a t e d  a n t i -  C D 1 4 ,  C D 8 6 ,  C D 8 3 ,  C D 1 2 3 ;  a n d  
A P C - c o n j u g a t e d  H L A - D R .  I s o t y p e  c o n t r o l s  i n c l u d e d  F I T C ,  P E  a n d  A P C - c o n j u g a t e d  m o u s e  I g G l  a n d  
F I T C  a n d  A P C -  c o n j u g a t e d  m o u s e  I g G 2 b .  D a t a  r e p r e s e n t s  t h e  m e a n  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  ( M F I )  o f  
( A )  I L - 4  D C s ,  ( B )  I F N - D C s ,  ( C )  A 5 4 9  D C s  a n d  ( D )  m o n o c y t e s ,  f o l l o w i n g  4 8 h  c u l t u r e .  R e s u l t s  a r e  a  
c u l m i n a t i o n  o f  t w o  t o  f o u r  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
2 . 3 . 3  C y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l  p o p u l a t i o n s  
W e  i n v e s t i g a t e d  t h e  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  p r o f i l e  f i o m  t h e s e  i n f e c t e d  c e l l s ,  t o  h e l p  u s  
p r e d i c t  w h a t  k i n d  o f  i n f l u e n c e  t h e y  w o u l d  h a v e  o n  p o l a r i s i n g  T  c e l l s .  S t r k i n g l y ,  t h e r e  
w a s  s i g n i f i c a n t  l e v e l s  o f  t h e  a n t i v i r a l ,  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o  k i n e  I F N a  p r o d u c e d  f i o m  
a l l  c e l l  s u b s e t s  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3 ,  c o m p a r e d  t o  t h e  v a r i o u s  o t h e r  t r e a t m e n t s  ( f i g u r e  
2 . 3 . 4 A - D ) .  T o  o u r  k n o w l e d g e ,  t h i s  h d i n g  h a s  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d .  
I n t e r e s t i n g l y ,  I L - 4  D C s  w e r e  t h e  o n l y  D C  s u b s e t  c a p a b l e  o f  s e c r e t i n g  l a r g e  a m o u n t s  
o f  T N F a  i n  r e s p o n s e  t o  H P I V 3  i n f e c t i o n ,  s t r e n g t h e n i n g  t h i s  p r o i n f l a m m a t o r y  
r e s p o n s e  ( f i g u r e  2 . 3 . 4 A ) .  H o w e v e r ,  l i t t l e  o r  n o  I L - 1 2 p 4 0  ( a  w e l l  e s t a b l i s h e d  T h l  
( B r o m b a c h e r  e t  a 1  2 0 0 3 )  i n d u c i n g  c y t o k i n e )  w a s  p r o d u c e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  I L - 4  
D C s  c o m p a r e d  t o  i t s  p o s i t i v e  c o n t r o l ,  T N F a .  H i g h  l e v e l s  o f  t h e  r e g u l a t o r y  c y t o k i n e  
I L - 1 0 ,  w e r e  o n l y  o b s e r v e d  i n  S u p e r n a t a n t s  f i o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  I L - 4  D C s  a n d  
m o n o c y t e s  c o m p a r e d  t o  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  I F N - D C  a n d  A 5 4 9  D C  s u p e r n a t a n t s  
( f i g u r e  2 . 3 . 4 A - D ) .  O n l y  T N F a  t r e a t e d  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s  w e r e  c a p a b l e  o f  
s e c r e t i n g  h i g h  l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 4 0  c o m p a r e d  t o  t h e i r  c o n t r o l  a n d  v i r u s  i n f e c t e d  s a m p l e s  
( f i g u r e  2 . 3 . 4 A  a n d  B ) ,  w h i l e  T N F a  t r e a t m e n t ,  h a d  n o  s t i t n u l a t o r y  e f f e c t  o n  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  f i o m  m o n o c y t e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 4 C ) .  
I n  c o n t r a s t ,  l i t t l e  o r  n o  c y t o k i n e s  w e r e  s e c r e t e d  f i o m  t h e  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c e l l s  
c o m p a r e d  t o  t h e  v a r i o u s  o t h e r  t r e a t m e n t s  ( f i g u r e  2 . 3 . 4 A - D ) .  A l l  s u b s e t s  i n f e c t e d  w i t h  
i n f l u e n z a  e x h i b i t  s i m i l a r  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  p r o f i l e s ,  s h o w i n g  a  g e n e r a l  l a c k  o f  I F N a  
a n d  T N F a  p r o d u c t i o n  a n d  m o d e s t  l e v e l s  o f  I L - 1 0  a n d  I L - 1 2 p 4 0  s e c r e t i o n  f i o m  c e l l s .  
T h u s ,  a g a i n  w e  d e m o n s t r a t e  t h e  i m p o r t a n c e  o f  d i f f e r e n t  D C  g e n e r a t i o n  p a t h w a y s  i n  
i n f l u e n c i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  d i s t i n c t  c y t o k i n e  p r o f i l e s  f i o m  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l s .  
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F i g u r e  2 . 3 . 4  C y t o k i n e  s e c r e t i o n  p r o f i l e  o f  v i r a l l y  i n f e c t e d  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s ,  m o n o c y t e s  a n d  
A 5 4 9  D C s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  o r  i n f l u e n z a  a n d  c u l t u r e d  f o r  4 8 h  ( s e c t i o n  2 . 2 . 7 ) .  
S u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  I F N a ,  I L -  1 0 ,  I L -  1 2 p 4 0  a n d  T N F a  s e c r e t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  
E L I S A .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  + _  S D  f o r  i n f e c t e d  ( A )  I L - 4  D C s ,  ( B )  I F N - D C s ,  ( C )  
m o n o c y t e s  a n d  ( D )  A 5 4 9  D C s .  S t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  H P I V 3  s a m p l e s  a n d  i n f l u e n z a ,  T N F a  
t r e a t e d ,  m o c k  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  s a m p l e s  f o r  I F N a  p r o d u c t i o n  w e r e  a s s e s s e d  u s i n g  t w o - s a m p l e  
S t u d e n t  t  t e s t s  ( f o r  s t a t i s t i c s  f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  7 ,  t a b l e  7 . A ) ,  * P I  0 . 0 5 .  R e s u l t s  
a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  t o  t h r e e  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  
a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . B ) .  
2 . 3 . 4  V i r u s  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  i n f e c t e d  c e l l  s u b s e t s  
T h e  p r o p e n s i t y  o f  v i r u s e s  t o  i n d u c e  a p o p t o s i s  o f  c e l l s  i s  w e l l  d o c u m e n t e d  ( B r o w n  e t  
a1 2 0 0 4 ,  P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0 1 )  a n d  i s  c r i t i c a l  t o  t h e  o u t c o m e  o f  i m m u n e  
r e s p o n s e s .  T h e r e f o r e ,  i t  w a s  i m p e r a t i v e  t o  a s s e s s  t h e  l e v e l s  o f  v i r a l  i n d u c e d  a p o p t o s i s  
o f  t h e  d i f f e r e n t  c e l l  s u b s e t s .  I n t e r e s t i n g l y ,  I L - 4  D C s  e x h i b i t e d  a  l a r g e  a m o u n t  o f  
a p o p t o s i s ,  > 5 0 %  i n  t h e  c o n t r o l  c e l l s ,  c o m p a r e d  t o  t h e  I F N - D C s  a n d  m o n o c y t e s ,  w h i c h  
d i d  n o t  e x c e e d  m o r e  t h a n  3 0 %  e a c h ,  r e s p e c t i v e l y  ( f i g u r e  2 . 3 . 5 A ) .  H o w e v e r ,  
T N F a ,  w h i c h  i s  a  p o t e n t  i n d u c e r  o f  D C  m a t u r a t i o n  ( C e l l a  e t  a1 1 9 9 9 ,  S a l l u s t o  a n d  
L a n z a v e c c h i a  1 9 9 4 )  g r e a t l y  i m p r o v e d  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  I L - 4  D C s ,  w i t h  8 0 %  o f  t h e  
c e l l s  s t i l l  s u r v i v i n g ,  f o l l o w i n g  t h e  t w o  d a y  c u l t u r e  ( f i g u r e  2 . 3 . 5 B ) .  A l s o ,  T N F a  
s l i g h t l y  i n c r e a s e d  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  I F N - D C s  b u t  h a d  l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  o n  t h e  
m o n o c y t e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 5 B ) .  S t r i k i n g l y ,  H P I V 3  i n d u c e d  e x t r e m e l y  h i g h  l e v e l s  o f  
a p o p t o s i s  ( > 8 0 % )  i n  I L - 4  D C s  ( f i g u r e  2 . 3 . 5 C ) .  T h e r e  w a s  a l s o  s t r o n g  t o  m o d e r a t e  
l e v e l s  o f  a p o p t o s i s  o b s e r v e d  f i o m  t h e  m o n o c y t e  c u l t u r e s  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3 ,  w i t h  
t h e  I F N - D C s  d i s p l a y i n g  t h e  m o s t  r e s i s t a n c e  t o  H P I V 3  i n d u c e d  a p o p t o s i s  ( f i g u r e  
2 . 3 . 5 C ) .  A g a i n ,  w e  s a w  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  a p o p t o s i s  f i o m  t h e  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  I L - 4  
D C s ,  w i t h  n e a r l y  5 0 %  o f  c e l l s  u n d e r g o i n g  a p o p t o s i s ,  w h i l e  s i m i l a r  l e v e l s  o f  a p o p t o s i s ,  
r a n g i n g  f i - o m  2 5 - 3 5 % ,  w e r e  o b s e r v e d  f i o m  t h e  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  I F N - D C s  a n d  
m o n o c y t e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 5 D ) .  T h u s ,  I L - 4  D C s  a p p e a r  t o  b e  m o r e  s e n s i t i v e  t o  v i r a l  
i n d u c e d  a p o p t o s i s  t h a n  t h e  I F N - D C s  o r  m o n o c y t e s .  
I F N - D C  
m o n o c y t e  
F i g u r e  2 . 3 . 5  D i f f e r e n t i a l  e f f e c t s  o f  v i r a l  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s  a n d  m o n o c y t e s .  
C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  o r  i n f l u e n z a  a n d  c u l t u r e d  f o r  4 8 h  ( s e c t i o n  2 . 2 . 7 ) .  A p o p t o s i s  o f  c e l l s  
w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  F I T C - l a b e l l e d  a n n e x i n  V  d e t e c t i o n  k i t  I  ( s e c t i o n  2 . 2 . 8 )  a n d  s a m p l e s ;  A )  
c o n t r o l ,  B )  T N F a  t r e a t e d ,  C )  H P I V 3  a n d  D )  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c e l l s ,  w e r e  a n a l y s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  
Q u a d r a n t s  m a r k e r s  w e r e  s e t  b a s e d  o n  i s o t y p e  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  
q u a d r a n t ;  w h e r e  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l i v i n g  c e l l s ,  t h e  l o w e r  r i g h t  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  e a r l y  
a p o p t o t i c  c e l l s  a n d  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s .  D a t a  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
t w o  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f?om r e p e a t  e x p e r i m e n t  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . C ) .  
2 . 3 . 5  I m m u n o s t i m u l a t o r y  p r o p e r t i e s  o f  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l  
p o p u l a t i o n s  
W e  w a n t e d  t o  t e s t  t h e  i m m u n o s t i m u l a t o r y  c a p a c i t y  o f  t h e s e  v i r a l l y  g e n e r a t e d  D C s .  
T h e r e f o r e  w e  c u l t u r e d  v i r a l l y  i n f e c t e d  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s  ,  I F N - D C s  a n d  A 5 4 9  
D C s  w i t h  p u r i f i e d  a l l o g e n e i c  C D 3 +  T  c e l l s  a n d  m i x e d  l e u k o c y t e  p o p u l a t i o n s  ( m i x e d  
l e u k o c y t e  r e a c t i o n  ;  M L R ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  d e s p i t e  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  a p o p t o s i s  i n  
i n f e c t e d  I L - 4  D C s ,  t h e s e  c e l l s  i n d u c e d  s i m i l a r  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  t o  t h e  I F N -  
D C s  ( f i g u r e  2 . 3 . 6 A  a n d  B ) .  T h e r e  w a s  s t r o n g  d o w n r e g u l a t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  
f i o m  b o t h  t h e  p u r i f i e d  C D 3 + T  c e l l  c o c u l t u r e  a n d  t h e  M L R  o f  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  I L - 4  
D C s  a n d  I I W - D C s ,  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l ,  T N F a  a n d  i n f l u e n z a  t r e a t e d  c o c u l t u r e s .  
A l t h o u g h ,  t h e r e  w a s  l e s s  p r o l i f e r a t i o n  i n  g e n e r a l  f i o m  t h e  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a n d  
A 5 4 9  D C  c o c u l t u r e s ,  t h e y  a l s o  e x h i b i t e d  s i m i l a r  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  t o  t h e  
i n f e c t e d  I L - 4  D C  a n d  I F N - D C  c o c u l t u r e s  i n  t h e  M L R  ( f i g u r e  2 . 3 . 6 A - D ) .  H o w e v e r ,  
m o s t  i n t e r e s t i n g l y  w e  d i d  n o t  o b s e r v e  t h e  s a m e  i n h i b i t i o n  o f  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  t h e  
p u r i f i e d  C D 3 + T  c e l l s  t h a t  h a d  b e e n  c u l t u r e d  w i t h  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
( f i g u r e  2 . 3 . 6 D ) .  T h i s  p h e n o m e n o n  w a s  a l s o  e v i d e n t  f i o m  t h e  p u r i f i e d  C D 3 + T  c e l l s  i n  
t h e  U V  H P I V 3  a n d  l i v e  H P I V 3  g e n e r a t e d  A 5 4 9  D C  c o c u l t u r e s ,  b u t  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  
( f i g u r e  2 . 3 . 6 C ) .  T h u s ,  i n f e c t e d  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s  e x h i b i t  d i f f e r e n t  s t i r n u l a t o r y  
c a p a c i t i e s  t o  t h e  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  D C s ,  i n  t e r m s  o f  t h e i r  s t r e n g t h  ( h g h  
c p m )  a n d  a b i l i t y  t o  p r o l i f e r a t e  T  c e l l s .  
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F i g u r e  2 . 3 . 6  H P I V 3  i n f e c t e d  1 L - 4  D C s  a n d  I F % - D C s  d i s p l a y  d i f f e r e n t  s t i r n u l a t o r y  p r o p e r t i e s  
c o m p a r e d  t o  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  D C s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  o r  i n f l u e n z a  v i r u s  
a n d  w e r e  c u l t u r e d  f o r  2 4 h  ( s e c t i o n  2 . 2 . 7 ) .  C o c u l t u r e s  o f  D C s  w i t h  a l l o g e n e i c  C D 3 +  T  c e l l s  o r  i n  m i x e d  
l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R :  C D 1 4  d e p l e t e d  & a c t i o n )  w e r e  s e t  u p  a t  a  1 :  1 0  r a t i o  a n d  i n c u b a t e d  f o r  5  d a y s  
( s e c t i o n  2 . 2 . 1 0 ) .  P r o l i f e r a t i o n  w a s  e v a l u a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  3 ~ - t h y m i d i n e  t o  t h e  c o c u l t u r e s  f o r  t h e  
l a s t  5 h  o f  i n c u b a t i o n  ( s e c t i o n  2 . 2 . 1 1 ) .  C e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  a n d  a n a l y s e d  o n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  
R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  c p m  +  S E  f o r  ( A )  I L - 4  D C ,  ( B )  I F N - D C ,  ( C )  A 5 4 9  D C  a n d  ( D )  m o n o c y t e  
c o c u l t u r e s  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  t o  f o u r  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  & o m  r e p e a t  
e x p e r i m e n t  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . D ) .  
2 . 3 . 6  V i r u s  i n f e c t e d  c e l l  s u b s e t s  a n d  T  c e l l  p o l a r i s a t i o n  
L a s t l y ,  w e  e x a m i n e d  t h e  s u p e r n a t a n t s  f r o m  t h e  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a s s a y s ,  t o  a s s e s s  i f  
t h e s e  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  h a d  t h e  a b i l i t y  t o  i n d u c e  T  c e l l  p o l a r i s a t i o n ,  i n  a d d i t i o n  t o  
p r o l i f e r a t i o n .  F i r s t l y ,  w e  i n v e s t i g a t e d  I F N y  s e c r e t i o n  f r o m  b o t h  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  
c e l l  a n d  M L R  c o c u l t u r e s .  I L - 4  D C  c o c u l t u r e s  p r o d u c e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  I F N y  f i - o m  a l l  
t r e a t m e n t s ,  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  r e d u c e d  i n  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 7 A ) .  I F N - D C s  e x h i b i t e d  s i m i l a r  I F N y  s e c r e t i o n  p r o f i l e s  t o  t h e  
I L - 4  D C s  i n  t h e  M L R  c o c u l t u r e s ,  b u t  t o  a  l e s s e r  e x t e n t ,  w h i l e  h i g h e r  l e v e l s  o f  I F N y  
w e r e  p r o d u c e d  f r o m  b o t h  v i r u s  i n f e c t e d  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  
2 . 3 . 7 A  a n d  B ) .  H i g h  l e v e l s  o f  I F N y  w e r e  s e c r e t e d  f i - o m  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  m o n o c y t e  
M L R  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  t r e a t m e n t s .  T h s  p a t t e r n  w a s  a l s o  e v i d e n t  f r o m  
t h e  v i r u s  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  c o c u l t u r e d  w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s ,  b u t  t o  a  l e s s e r  
e x t e n t  ( f i g u r e  2 . 3 . 7 C ) .  A l s o ,  n o  k e y  v a r i a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  i n  I F N y  p r o d u c t i o n  f r o m  
t h e  v a r i o u s  s a m p l e s  o f  t h e  A 5 4 9  D C  M L R  c o c u l t u r e s  ( r e f e r  t o  a p p e n d i x  2 ) .  S o ,  b o t h  
v i r u s e s  a p p e a r  t o  b e  i n d u c i n g  a  T h l  c e l l  b i a s ,  h o w e v e r ,  t h e  q u a n t i t i y  o f  I F N y  p r o d u c e d  
d i f f e r s  d r a m a t i c a l l y  b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  c e l l  s u b s e t s .  
A  C D 3 +  T  M L R  
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F i g u r e  2 . 3 . 7  I F N y  s e c r e t i o n  f r o m  t h e  c o c u l t u r e s .  C e l l s  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  a n d  
M L R ,  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( f i g u r e  2 . 3 . 6 ) .  A R e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  s  o m  t h e  c o c u l t u r e s  
a n d  t e s t e d  f o r  I F N y  s e c r e t i o n  b y  E L I S A .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  +  S D  f o r  A )  L 4  D C ,  B )  I F N - D C  a n d  
C )  m o n o c y t e  c o c u l t u r e s .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  t o  f o u r  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  
f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . ~ ) .  
N o t i c e a b l e  v a r i a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  T  c e l l  s t i t n u l a t o r y  a b i l i t y  o f  t h e  d i f f e r e n t  
c e l l  s u b s e t s ,  h e n c e  w e  s p e c u l a t e d  t h a t  a  r e g u l a t o r y  c y t o k i n e  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  
t h e s e  v a r i a t i o n s .  T h e r e f o r e  w e  a l s o  i n v e s t i g a t e d  I L - 1 0  s e c r e t i o n  f i o m  t h e s e  c o c u l t u r e s .  
I n t e r e s t i n g l y ,  l a r g e  a m o u n t s  o f  I L -  1  0  w e r e  p r o d u c e d  f i o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  a n d  
T N F a  t r e a t e d  I L - 4  D C s  c u l t u r e d  w i t h  t h e  p u r i f i e d  T  c e l l s  c o m p a r e d  t o  t h e  i n f l u e n z a  
i n f e c t e d  o r  c o n t r o l  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 8 A ) .  H o w e v e r ,  w h e n  w e  e x a m i n e d  t h e  I L - 4  
D C  M L R  c o c u l t u r e s ,  I L - I  0  w a s  p r e d o m i n a n t l y  s e c r e t e d  f i o m  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s .  W e  a l s o  o b s e r v e d  s t r o n g  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  f i o m  t h e  p u r i f i e d  T  c e l l  
c o c u l t u r e  o f  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  I F N - D C s  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  t r e a t m e n t s ,  b u t  s a w  
l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  l e v e l s  o f  I L - 1 0  p r o d u c e d  f i o m  s a m p l e s  o f  t h e  I F N - D C  M L R  
c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  2 . 3 . 8 B ) .  I n  g e n e r a l ,  l a r g e r  q u a n t i t i e s  o f  I L - 1  0  w e r e  s e c r e t e d  f i o m  
t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  t h e  p r e - p r i m e d  D C s ,  t h a n  f i o m  t h e  p r e - p r i m e d  
D C  M L R  c o c u l t u r e s .  N o t i c e a b l y ,  t h e r e  w a s  a  s l m i l a r  t r e n d  i n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  f i o m  
a l l  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s ,  c u l t u r e d  w i t h  p u r i f i e d  T  c e l l s  ( f i g u r e  2 . 3 . 8 A - C ) .  H o w e v e r ,  
u n l i k e  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  p r e - p r i m e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
r e t a i n e d  t h s  I L - 1 0  s e c r e t i o n  p a t t e r n  i n  t h e  M L R  c o c u l t u r e ,  w h i c h  e x h i b i t e d  h i g h e r  I L -  
1 0  p r o d u c t i o n  f i o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e  M L R  c o c u l t u r e  c o m p a r e d  t o  t h e  
o t h e r  t r e a t m e n t s  ( f i g u r e  2 . 3 . 8 C ) .  A l s o ,  n o  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  I L -  1  0  
p r o d u c t i o n  f i o m  s a m p l e s  o f  t h e  A 5 4 9  D C  c o c u l t u r e s  ( s e e  a p p e n d i x  2 ) .  T h u s ,  a g a i n  
s t r i k i n g  d i f f e r e n c e s  i n  I L - 1  0  s e c r e t i o n  w e r e  o b s e r v e d  f i o m  t h e  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s ,  
d e p e n d i n g  o n  t h e  t y p e  o f  s u b s e t  u s e d  i n  e a c h  c o c u l t u r e .  T h e s e  r e s u l t s  a l s o  s h o w  t h a t  
I L - 1 0  s e c r e t i o n  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  r e l a t e d  t o  r e d u c e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  
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F i g u r e  2 . 3 . 8  I L - 1 0  s e c r e t i o n  f r o m  t h e  c o c u l t u r e s .  C e l l s  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  
a n d  M L R ,  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( f i g u r e  2 . 3 . 6 ) .  A f t e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  t h e  
c o c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I L - 1 0  s e c r e t i o n  b y  E L I S A .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  +  S D  f o r  A )  I L - 4  D C ,  B )  
I F N - D C  a n d  C )  m o n o c y t e  c o c u l t u r e s  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  t o  f o u r  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
( f o r  r a w  d a t a  & o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . ~ ) .  
D I S C U S S I O N  
O u r  r e s u l t s  h i g h l i g h t  t h e  i m p o r t a n c e  o f  D C  g e n e r a t i o n  p a t h w a y s  i n  i n i t i a t i n g  t h e  
a p p r o p r i a t e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  v i r a l  i n f e c t i o n s .  I t  h a s  b e e n  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  
m i c r o e n v i r o n m e n t  s u r r o u n d i n g  a  v i r a l  i n f e c t i o n  i s  a  c r i t i c a l  f a c t o r  i n  i n f l u e n c i n g  t h e  
c e l l s  c i r c u l a t i n g  i n  t h a t  a r e a  ( S a t o  a n d  I w a s a l u  2 0 0 4 ,  Q u  e t  a 1  2 0 0 3 ) .  T h i s  w a s  t h e  
r e a s o n  w h y  i n v e s t i g a t o r s  s t a r t e d  e x p l o r i n g  a l t e r n a t i v e  D C  g e n e r a t i o n  p a t h w a y s  t o  I L - 4  
g e n e r a t e d  D C s ,  l e a d i n g  t o  t h e  c r e a t i o n  o f  t h e  I F N - D C s ,  w h i c h  w e r e  g e n e r a t e d  f k o m  
t y p e  I  I F N s  ( P a r l a t o  e t  a1 2 0 0 1 ,  M o h t y  e t  a1 2 0 0 3 ) ,  c o m m o n l y  s e c r e t e d  d u r i n g  v i r a l  
i n f e c t i o n s  ( D i e b o l d  e t  a1 2 0 0 3 ) .  H o w e v e r ,  w e  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e s e  a r t i f i c i a l l y  
g e n e r a t e d  o r  p r e - p r i m e d  D C s ,  p a r t i c u l a r l y  I L - 4  D C s  w h i c h  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  s e v e r a l  
y e a r s  t o  s t u d y  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  v i r a l  i n f e c t i o n s  i n  v i t r o  ( C e l l a  e t  a1 1 9 9 9 ,  
P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0  1 )  m a y  m a s k  o r  s k e w  t h e  g e n u i n e  i m m u n e  r e s p o n s e .  B y  
s c r u t i n i z i n g  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n ,  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  
a p o p t o s i s  a n d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  p o l a r i s a t i o n ,  b e t w e e n  v i r a l l y  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s  a n d  A 5 4 9  D C s ,  w e  h o p e d  t o  e l u c i d a t e  w h i c h  D C  
w o u l d  b e  t h e  m o s t  l i k e l y  t o  o c c u r  d u r i n g  a  v i r a l  i n f e c t i o n  i n  v i v o  a n d  b y  d o i n g  s o ,  
d e t e r m i n e  w h i c h  D C  s h o u l d  b e  u s e d  i n  e x  v i v o  a s s a y s  w h e n  s t u d y i n g  v i r a l  i m m u n e  
r e s p o n s e s .  
I n  o r d e r  t o  c a r r y  o u t  a  c o m p r e h e n s i v e ,  c o m p a r a t i v e ,  p h e n o t y p i c  a n a l y s i s  o f  t h e  v i r a l l y  
i n f e c t e d  c e l l s ,  w e  f i r s t l y  e x a m i n e d  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n s  i n  t e r m s  o f  c e l l  s i z e  a n d  
g r a n u l a r i t y .  A s  o n e  w o u l d  e x p e c t ,  t h e  p r e - p r i m e d  D C s  w e r e  m u c h  l a r g e r  i n  s i z e  a n d  
g r a n u l a r i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  m o n o c y t e s .  T h e n  w e  i n v e s t i g a t e d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a n  
a r r a y  o f  d i f f e r e n t  s u r f a c e  m a r k e r s  o n  t h e  c e l l  s u b s e t s .  W e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d i r e c t  
v i r a l  i n f e c t i o n  o f  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  D C s  g e n e r a t e d  f i o m  m o n o c y t e s  c u l t u r e d  w i t h  
s u p e r n a t a n t s  f i o m  i n f e c t e d  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  i n d u c e d  d i s t i n c t  D C  s u b s e t s  f k o m  t h e  I L - 4  
D C s  a n d  I F N - D C s .  T h e s e  p r e - p r i m e d  D C  s u b s e t s  s h o w e d  s t r o n g  u p r e g u l a t i o n  o f  
c o s t i t n u l a t o r y  m a r k e r s  a n d  M H C  C l a s s  I 1  e x p r e s s i o n  f o l l o w i n g  m a t u r a t i o n  a f t e r  T N F a  
t r e a t m e n t ,  w h i l e  T N F a  i n d u c e d  l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  o n  t h e  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  o f  
t h e  m o n o c y t e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  v i r a l l y  i n f e c t e d  I L - 4  D C s  a n d  I F N - D C s ,  a l s o  i n d u c e d  
d i s t i n c t  D C  s u b s e t s  f k o m  e a c h  o t h e r ,  e m p h a s i s i n g  t h e  c r i t i c a l  n a t u r e  o f  d i f f e r e n t  D C  
g e n e r a t i o n  p a t h w a y s  i n  s h a p i n g  o r  d i r e c t i n g  t h e  o v e r a l l  i m m u n e  r e s p o n s e .  
T h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l  s u b s e t s  a l s o  i n d u c e d  t h e i r  o w n  d i s t i n c t  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  
p r o f i l e .  A l t h o u g h ,  s i g n i f i c a n t l y  h i g h  l e v e l s  o f  I F N a  w e r e  p r o d u c e d  f i o m  a l l  t h e  
H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s ,  d i r e c t i n g  T h l  b i a s ,  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  
v a r i o u s  s u b s e t s ;  H P I V 3  i n f e c t e d  I L - 4  D C s  s e c r e t e d  l a r g e  a m o u n t s  o f  T N F a  c o m p a r e d  
t o  t h e  o t h e r  s u b s e t s  a n d  h i g h e r  l e v e l s  o f  I L - 1 0  w e r e  s e c r e t e d  f i o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  
I L - 4  D C s  a n d  m o n o c y t e s  c o m p a r e d  t o  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  I F W - D C s  a n d  A 5 4 9  D C s .  
A s  I L - 1 0  i s  a  p o t e n t  i m m u n o r e g u l a t o r y  c y t o k i n e  ( O ' G a r r a  e t  a1 2 0 0 4 ) ,  i t  c a n  h a v e  
i m p o r t a n t  i m p l i c a t i o n s  o n  p o l a r i s i n g  T  c e l l s ,  s u c h  a s  s h i f t i n g  t h e  T  h e l p e r  b i a s  t o w a r d s  
a  r e g u l a t o r y  T  c e l l ,  s u c h  a s  T r l ,  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  M c G u i r k  e t  a l .  ( M c G u i r k  e t  a1 
2 0 0 2 ) .  L i t t l e  o r  n o  c y t o k i n e s  w e r e  s e c r e t e d  f i o m  t h e  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c e l l s ,  w h i c h  
w e  h y p o t h e s i s e ,  i s  a  r e s u l t  o f  i t s  N S  1  p r o t e i n ,  w h i c h  i s  k n o w n  t o  s u p p r e s s  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  f i o m  c e l l s  ( F e r n a n d e z - S e s m a  e t  a1 2 0 0 6 ) .  T h u s ,  t h e  d i f f e r e n t  c y t o k i n e s  
s e c r e t e d  f i o m  t h e  i n f e c t e d  c e l l  s u b s e t s ,  c a n  g r e a t l y  i n f l u e n c e  t h e  p o l a r i s i n g  c a p a c i t y  o f  
T  c e l l s .  
A g a i n ,  w e  o b s e r v e d  v e r y  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  a p o p t o s i s  i n d u c e d  f i o m  t h e  v i r a l l y  
i n f e c t e d  c e l l  p o p u l a t i o n s .  S u r p r i s i n g l y ,  t h e  I L - 4  D C s  s h o w e d  t h e  g r e a t e s t  s e n s i t i v i t y  t o  
v i r a l  i n d u c e d  a p o p t o s i s  c o m p a r e d  t o  t h e  i n f e c t e d  I F N - D C s  a n d  m o n o c y t e s .  A s  I L - 4  
D C s  a r e  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  D C  i n  i n  v i t r o  a s s a y s  ( S e n e c h a l  e t  a1 2 0 0 4 ,  
P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a1 2 0 0 1 ,  C e l l a  e t  a1 1 9 9 9 )  t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  D C s  a p p e a r  t o  b e  
h y p e r s e n s i t i v e  t o  v i r a l  i n d u c e d  a p o p t o s i s ,  c o u l d  h a v e  v a s t  i m p l i c a t i o n s  o n  v i r a l  
s t u d i e s ,  r e s u l t i n g  i n  i n a c c u r a t e  o r  m i s l e a d i n g  c o n c l u s i o n s  f i o m  r e s u l t s .  I F N - D C s  
a p p e a r e d  t o  b e  t h e  m o s t  r e s i s t a n t  t o  v i r a l  i n d u c e d  a p o p t o s i s ,  a l t h o u g h  s l m i l a r  l e v e l s  o f  
a p o p t o s i s  w e r e  o b s e r v e d  f i o m  t h e  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a n d  I F N - D C s .  F r o m  
t h i s  d a t a ,  o n e  c a n  s p e c u l a t e ,  t h a t  c e r t a i n  D C  g e n e r a t i o n  p a t h w a y s  a p p e a r  t o  b e  m o r e  
p r o n e  t o  v i r a l  i n d u c e d  a p o p t o s i s .  
S u b s e q u e n t l y ,  w e  i n v e s t i g a t e d  t h e  i r n m u n o s t i m u l a t o r y  c a p a c i t y  o f  t h e s e  v i r a l l y  
i n f e c t e d  c e l l s ,  t o  e x a m i n e  t h e i r  f b n c t i o n a l  r e l e v a n c e  i n  v i t r o .  S i m i l a r  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  p r o f l e s  w e r e  o b s e r v e d  f i o m  b o t h  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  I L - 4  D C  a n d  I F N -  
D C  c o c u l t u r e s ,  w i t h  t h e  p u r i f i e d  T  c e l l s  a n d  t h e  M L R ,  e x h i b i t i n g  s t r o n g  p r o l i f e r a t i o n  
f i o m  t h e  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  a n d  l i m i t e d  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  t h e  H P I V 3  
i n f e c t e d  c o c u l t u r e s ,  w h i c h  c o r r o b o r a t e s  p r e v i o u s  r e p o r t s  ( F o n t e n e a u  e t  a 1  2 0 0 3 ,  
P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a1 2 0 0 1 ) .  V i r a l l y  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  D C  M L R  
c o c u l t u r e s ,  a l s o  d i s p l a y e d  a  s i m i l a r  p r o l i f e r a t i o n  p a t t e r n  t o  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  I L - 4  
D C  a n d  I F N - D C  c o c u l t u r e s ,  h o w e v e r ,  t h e  i n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  
f k o m  a l l  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  i n  t h e  M L R ,  a p p e a r e d  t o  b e  r e s t o r e d  w i t h  t h e  
p u r i f i e d  T  c e l l s  f i - o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e  a n d  A 5 4 9  D C  c o c u l t u r e s .  T h u s ,  
a g a i n  w e  s e e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  T  c e l l  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l  
s u b s e t s .  
L a s t l y ,  w e  d e t e r m i n e d  t h e  T  c e l l  p o l a r i s i n g  c a p a c i t y  o f  t h e s e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l s .  W e  
o b s e r v e d  a  s l r n i l a r  p a t t e r n  o f  I F N y  s e c r e t i o n  f i o m  e a c h  o f  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l  
s u b s e t s ,  c u l t u r e d  w i t h  t h e  p u r i f i e d  T  c e l l s ,  w h i c h  a l s o  e x h i b i t e d  h i g h  l e v e l s  o f  
I F N y  p r o d u c t i o n .  I n f l u e n z a  i s  a  s t r o n g  i n d u c e r  o f  I F N y ,  s o  t h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  
w i t h  t h e  l i t e r a t u r e  ( B r o w n  e t  a1 2 0 0 4 ) .  T h i s  I F N y  p a t t e r n  w a s  r e t a i n e d  w i t h  t h e  v i r a l l y  
i n f e c t e d  c e l l  M L R  c o c u l t u r e s ,  h o w e v e r ,  l o w e r  l e v e l s  o f  I F N y ,  i n  g e n e r a l ,  w e r e  e v i d e n t  
f i - o m  t h e  I F N - D C  M L R  c o c u l t u r e ,  w h i l e  e l e v a t e d  l e v e l s  w e r e  s e c r e t e d  f r o m  t h e  v i r u s  
i n f e c t e d  m o n o c y t e  M L R  c o c u l t u r e s .  T h e r e f o r e ,  o v e r a l l  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l  s u b s e t s  
a r e  i n d u c i n g  T h l  c e l l  d e v e l o p m e n t ,  b u t  t h e  v a r y i n g  q u a n t i t i e s  o f  I F N y  p r o d u c e d  f i - o m  
t h e  i n f e c t e d  c e l l  c o c u l t u r e s ,  c o u l d  h a v e  d r a m a t i c  i m p l i c a t i o n s  o n  t h e  o v e r a l l  i m m u n e  
r e s p o n s e .  W e  a l s o  e x a m i n e d  T  c e l l  s e c r e t i o n  o f  I L - 1  0 ,  a s  w e  s p e c u l a t e d  t h a t  t h i s  
i r n m u n o r e g u l a t o r y  c y t o k i n e  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  T  c e l l  s u p p r e s s i o n ,  w h i c h  w a s  
o b s e r v e d  i n  s o m e  o f  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l  c o c u l t u r e s .  H i g h  l e v e l s  o f  I L - 1 0  w e r e  
s e c r e t e d  f i o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  I F N - D C s ,  c u l t u r e d  w i t h  t h e  p u r i f i e d  T  c e l l s ,  w h i l e  
l i t t l e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  l e v e l s  o f  I L - 1 0  w e r e  o b s e r v e d  f k o m  t h e  v a r i o u s  M L R  t r e a t e d  
c o c u l t u r e s .  T h e r e  w a s  l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  f i o m  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  
m o n o c y t e  a n d  I L - 4  D C  c o c u l t u r e s ,  h o w e v e r ,  s l i g h t l y  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I L - 1 0  w e r e  
s e c r e t e d  f k o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e  c o c u l t u r e s  a n d  f i o m  t h e  p u r i f i e d  T  c e l l  
c o c u l t u r e s  o f  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  a n d  T N F a  t r e a t e d  I L - 4  D C s .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  i s  
c l e a r  t h a t  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l  c o c u l t u r e s  s t i m u l a t e  d i f f e r e n t  I L - 1 0  s e c r e t i o n  
p r o f i l e s  a n d  t h a t  t h i s  I L -  1 0  p a t t e r n  d o e s  n o t  m i m i c  t h e  p a t t e r n  o b s e r v e d  f i o m  t h e  
r e d u c e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  a s s o c i a t e d  w i t h  s o m e  o f  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l  
c o c u l t u r e s .  H e n c e ,  i n  t h i s  c a s e ,  I L - 1 0  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  l i n k e d  t o  T  c e l l  
s u p p r e s s i o n .  
F r o m  t h i s  d a t a ,  w e  f e e l  t h a t  p r e - p r i m e d  D C s  m a y  n o t  b e  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  c e l l  t o  
u s e  i n  i n  v i t r o  a s s a y s  w h e n  s t u d y i n g  v i r a l  i n f e c t i o n s ,  a s  t h e y  a p p e a r  t o  s k e w  i m m u n e  
r e s p o n s e s .  D i r e c t  v i r a l  i n f e c t i o n  o f  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  D C s  g e n e r a t e d  f ? o m  
m o n o c y t e s  c u l t u r e d  w i t h  s u p e r n a t a n t s  f r o m  i n f e c t e d  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  a p p e a r s  t o  b e  t h e  
m o s t  n a t u r a l  p a t h w a y  o f  D C  g e n e r a t i o n .  A l s o ,  b l o o d  D C s ,  c l o s e l y  r e s e m b l e  
m o n o c y t e s  ( O ' D o h e r t y  e t  a1 1 9 9 4 ) ,  i n  t e r m s  o f  s i z e  a n d  m o r p h o l o g y ,  s o  o n e  q u e s t i o n s  
t h e  r e l e v a n c e  o f  t h e s e  p r e - p r i m e d ,  m o r e  m a t u r e  D C s  i n  m o d e l s  o f  i n  v i v o  i m m u n e  
r e s p o n s e s .  W e  p r o p o s e  t h a t  t h i s  D C  g e n e r a t i o n  p a t h w a y  c o u l d  a i d  t h e r a p e u t i c  
a d v a n c e s  i n  v i r a l  s t u d i e s  b y  r e p r e s e n t i n g  a  m o r e  a c c u r a t e  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  f o r  
v i r a l  i n  v i t r o  s t u d i e s .  H o w e v e r ,  p e r h a p s  p r e - p r i m e d  D C s  m a y  s t i l l  b e  u s e d  w h e n  
s t u d y i n g  p o o r l y  i m m u n o s t i m u l a t o r y  v i r u s e s ,  b u t  i n  o u r  c a s e  H P I V 3  i s  a  p o t e n t  i n d u c e r  
o f  D C  g e n e r a t i o n ,  t h e r e f o r e  t h i s  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  r e p r e s e n t s  a  m o r e  a c c u r a t e  
m e t h o d  f o r  u s ,  w h e n  s t u d y i n g  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  i n f e c t i o n .  
I N N A T E  A N D  T  C E L L  R E S P O N S E S  T O  H P I V 3  
I N F E C T I O N S  
3 . 1  I N T R O D U C T I O N  
I n f e c t i o u s  c h a l l e n g e s  t o  t h e  b o d y  a r e  m e t  b y  a  w e a l t h  o f  h u m o r a l  a n d  c e l l u l a r  
r e s p o n s e s ,  w h i c h  a r e  e f f e c t i v e  a t  e l i m i n a t i n g  t h e  p a t h o g e n  b u t  m a y  r e s u l t  i n  a d v e r s e  
c o n s e q u e n c e s  f o r  t h e  h o s t ,  r e s u l t i n g  i n  c o l l a t e r a l  t i s s u e  d a m a g e  o r  i m m u n o p a t h o l o g y  
( A r t a v a n i s - T s a k o n a s  e t  a 1  2 0 0 3 ) .  T h i s  d a m a g e  t o  t h e  h o s t  m i g h t  b e  m o r e  i n t e n s e  w e r e  
i t  n o t  f o r  t h e  m a n y  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  t h a t  c o n t r o l  t h e  z e a l  o f  b o t h  i n n a t e  a n d  
a d a p t i v e  r e s p o n s e s  ( M i l l s  2 0 0 4 ,  J i a n g  a n d  C h e s s  2 0 0 4 ) .  T h i s  w a s  c l e a r l y  
d e m o n s t r a t e d  b y  S u v a s  e t  a l ,  w h e n  t h e y  d e p l e t e d  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  f i o m  m i c e  a n d  
t h e n  i n f e c t e d  t h e m  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  ( H S V ) .  T h e s e  m i c e  e x h i b i t e d  i n c r e a s e d  
T h l  r e s p o n s e s  a n d  d e v e l o p e d  m o r e  s e v e r e  T  c e l l  m e d i a t e d  l e s i o n s  i n  t h e  c o r n e a ,  f f o m  
t h i s  l a c k  o f  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  ( S u v a s  e t  a 1  2 0 0 4 ) .  I t  i s  n o w  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e s e  
T  r e g u l a t o r y  c e l l s  p l a y  a  c r u c i a l  r o l e  i n  s u p p r e s s i n g  r e s p o n s e s  t o  s e l f  a n d  p r e v e n t i n g  
a u t o i m m u n i t y  ( S a k a g u c h i  2 0 0 5 ) ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e i r  c o n t r o l  o f  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  
i n f e c t i o u s  d i s e a s e  ( M c G i r k  e t  a 1  2 0 0 2 ,  K i n t e r  e t  a 1  2 0 0 4 ) .  M o s t  r e c e n t  r e p o r t s  f u r t h e r  
s u g g e s t  t h a t  t h e s e  r e s p o n s e s ,  w h i l e  b e n e f i c i a l  t o  t h e  h o s t ,  m a y  o f f e r  y e t  a n o t h e r  m e a n s  
b y  w h i c h  i n f e c t i o u s  o r g a n i s m s  s u b v e r t  p r o t e c t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  ( M a r s h a l l  e t  a 1  
2 0 0 3 ,  A c c a p a z z a t o  e t  a 1  2 0 0 4 ) .  B y  s u p p r e s s i n g  T  c e l l  a c t i v i t y ,  s u c h  a s  v i r u s  s p e c i f i c  
C T L  r e s p o n s e s ,  t h i s  w o u l d  r e d u c e  v i r a l  c l e a r a n c e ,  e n a b l i n g  t h e  v i r u s  t o  p e r s i s t  a n d  
i n d u c e  c h r o n i c  i n f e c t i o n  i n  t h e  h o s t  ( A c c a p a z z a t o  e t  a 1  2 0 0 4 ) .  T h u s ,  r e g u l a t i o n  o f  
i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  v i r u s e s  b y  h o s t  c e l l s  i s  i m p e r a t i v e  t o  t h e  o v e r a l l  c o n t r o l  o f  
i n f e c t i o n s .  
H u m a n  P a r a i n f l u e n z a  v i r u s  t y p e  3  ( H P I V 3 )  i s  a  m a j o r  r e s p i r a t o r y  p a t h o g e n  
r e s p o n s i b l e  f o r  b r o n c h i o l i t i s ,  p n e u m o n i a  a n d  c r o u p .  I n i t i a l  i n f e c t i o n  o c c u r s  d u r i n g  
i n f a n c y  a n d  e a r l y  c h i l d h o o d  b u t  r e i n f e c t i o n  i s  a  c o m m o n  e v e n t  a n d  m a y  o c c u r  s e v e r a l  
t i m e s  e v e n  i n  a d o l e s c e n t s  a n d  a d u l t s  ( H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ,  C h a n o c k  e t  a 1  2 0 0  1 ) .  T h i s  
r e p e a t e d  o c c u r r e n c e  o f  H P I V 3  i n f e c t i o n  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  b y  a n t i g e n i c  c h a n g e  a s  
t h e  v i r u s  i s  r e l a t i v e l y  s t a b l e  ( C h a n o c k  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  F u r t h e r m o r e  p e r s i s t e n c e  o f  H P I V 3  
i n f e c t i o n  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  s e v e r a l  c a s e s  ( G o s w a m i  e t  a 1  1 9 8 4 ) .  T h e  a b i l i t y  t o  
r e i n f e c t  w i t h i n  a  s h o r t  t i m e  a n d  t o  i n d u c e  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  s u g g e s t s  t h a t  H P I V 3  
f a i l s  t o  i n d u c e  a  s t a t e  o f  l a s t i n g  i m m u n i t y .  T h i s  f e a t u r e  o f  t h e  v i r u s  h a s  l e d  t o  
s u c c e s s i v e  f a i l u r e s  i n  t h e  d e s i g n  o f  a  p r o t e c t i v e  v a c c i n e  a g a i n s t  t h i s  m a j o r  p a t h o g e n .  
E a r l i e r  s t u d i e s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  f a i l u r e  t o  i n d u c e  m e m o r y  T  c e l l  r e s p o n s e s  m a y  
b e  d u e  t o  l i m i t e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  w i t h  H P I V 3  ( S e i g  e t  a 1  
1 9 9 4 ) .  A  f l x t h e r  r e p o r t  f i o m  t h i s  g r o u p ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n f e c t i o n  o f  p e r i p h e r a l  
b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  w i t h  H P I V 3 ,  s t i m u l a t e d  I L - 1 0  p r o d u c t i o n ,  w h i c h  c o u l d  b e  a  
c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  i n  t h i s  l i m i t e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( S i e g  e t  a 1  1 9 9 6 ) .  A l s o ,  H P I V 3  
i n f e c t i o n  c a n  c o n t r i b u t e  t o  v i r a l  p e r s i s t e n c e  t h r o u g h  s e l e c t i v e  d o w n r e g u l a t i o n  o f  
g r a n z y r n e  B  m R N A ,  r e s u l t i n g  i n  c y t o t o x i c  d y s f b n c i o n  o f  k i l l e r  c e l l s  a n d  v i r u s  
s u r v i v a l  ( S i e g  e t  a 1  1 9 9 5 ) .  M o r e  r e c e n t l y ,  P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a l ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
I L - 4  a n d  G M - C S F  g e n e r a t e d  D C s  w e r e  s e n s i t i v e  t o  H P I V 3  i n d u c e d  a p o p t o s i s .  
H o w e v e r ,  t h e  v i r u s  d i d  i n d u c e  D C  m a t u r a t i o n  b u t  a g a i n  w a s  u n a b l e  t o  s t i m u l a t e  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n .  I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  D C  m o d u l a t i o n  b y  H P I V 3  m i g h t  a f f e c t  T  c e l l  
r e s p o n s e s ,  t h u s  p r e v e n t i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  e f f i c i e n t  a n d  l o n g - l a s t i n g  i m m u n e  
r e s p o n s e s  ( P l o t n i c k y -  G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  A l s o ,  H P I V 3  c a n  b l o c k  i n t e r f e r o n  
s i g n a l l i n g  ( Y o u n g  e t  a 1  2 0 0 0 ) ,  w h i c h  i s  i m p o r t a n t  f o r  a n t i v i r a l  i m m u n i t y ,  e n a b l i n g  t h e  
v i r u s  t o  s u r v i v e  a n d  p e r s i s t  i n  h o s t  c e l l s .  T h e r e f o r e ,  v i r a l  p e r s i s t e n c e  a n d  r e c u r r e n t  
v i r a l  i n f e c t i o n s  m a y  s t e m  f i o m  b o t h  v i r u s  m o d u l a t i o n  o f  i m m u n e  r e s p o n s e s  a n d  h o s t  
r e g u l a t o r y  r e s p o n s e s  t o  v i r u s  i n f e c t i o n s .  
H o w e v e r  a l l o w i n g  f o r  t h e  p r e v a l e n c e  o f  a p o p t o s i s  d u r i n g  s e v e r a l  d i v e r s e  v i r a l  
i n f e c t i o n s  a n d  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  e r a  o f  i m m u n e  r e g u l a t i o n  w e  p r o p o s e d  t o  r e v i s i t  t h e  
i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  i m m u n e  m e c h a n i s m s  a t  p l a y  d u r i n g  i n f e c t i o n  w i t h  H P I V 3 .  I n  
c h a p t e r  t w o  w e  d e s c r i b e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  h u m a n  e x  v i v o  i m m u n e  m o d e l ,  w h i c h  
c o u l d  g e n e r a t e  D C s  t h a t  w o u l d  m o s t  l i k e l y  r e s e m b l e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  D C s  
g e n e r a t e d  i n  v i v o  d u r i n g  a  v i r u s  i n f e c t i o n .  F o r  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h i s  h u m a n  e x  v i v o  
m o d e l  w a s  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p h e n o t y p i c  p r o f i l e ,  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  p o l a r i s a t i o n  c a p a c i t y  o f  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s ,  f o c u s i n g  m a i n l y  o n  
t h e  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o f  a l l o g e n e i c  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  c o m p a r e d  t o  m i x e d  
l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R )  ( N o o n e  e t  a l ,  a c c e p t e d  f o r  p u b l i c a t i o n ) .  T o  g e n e r a t e  a  
m o r e  c o m p r e h e n s i v e  s t u d y  o f  t h i s  v i r u s ,  w e  c o m p a r e d  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  o f  
H P I V 3 ,  t o  t h o s e  g e n e r a t e d  f i o m  i n f l u e n z a  A  v i r u s  i n f e c t i o n .  I n f l u e n z a  i s  a  w e l l  
d o c u m e n t e d  r e s p i r a t o r y  v i r u s  t h a t  c a n  s t i m u l a t e  s t r o n g  i m m u n e  a n d  m e m o r y  
r e s p o n s e s  t o  t h e  s a m e  v i r u s  s t r a i n  ( D o h e r t y  e t  a1 2 0 0 6 )  a n d  t h e r e f o r e  s e r v e s  a s  a  
u s e f b l  c o m p a r i s o n  t o  H P I V 3  i m m u n e  r e s p o n s e s .  I t  w a s  a n t i c i p a t e d  t h a t  t h i s  
c o m p a r a t i v e  s t u d y  w o u l d  p r o v i d e  u s  w i t h  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m e c h a n i s m s  
i n v o l v e d  i n  H P I V 3  s u b v e r s i o n  o f  i m m u n e  r e s p o n s e s .  
3 . 2  M A T E R I A L S A N D M E T H O D S  
T a b l e  3 . 2 . 1  A d d i t i o n a l  r e a g e n t 8  t o  t a b l e  2 . 2 . 1  ( c h a p t e r  2 )  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  
l ~ r o d u c t  ] c a t a l o g  #  ] c o m p a n y  1  
T a b l e  3 . 2 . 2  A d d i t i o n a l  e a u i o m e n t  t o  t a b l e  2 . 2 . 2  { c h a n t e r  21 u s e d  i n  t h i s  s t n d v .  
D e o x y n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s  ( d N T P s )  
B l u e l o r a n g e  6 X  l o a d i n g  d y e  
A g a r o s e  
B o r i c  a c i d  ( H 3 B 0 3 )  
R e c o m b i n a n t  h u m a n  I L - 2  
0 . 2 p m  t i s s u e  c u l t u r e  i n s e r t s  ( t r a n s w e l l s )  
E q u i p m e n t  M o d e l  C o m p a n y  
B i o p h o t o m e t e r  E p p e n d o r f ,  H a m b u r g ,  G e r m a n y  
M a s t e r c y c l e r  g r a d i e n t  
U  1 2 4 0  
G  1  9 0 A  
A 0 5 7 6  
1 . 0 0 1 6 5 . 1  0 0 0  
1  1 3 4 0 0 2 5  
1 3 6 7 3 0  
3 . 2 . 1  C e l l  i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  
P r o m e g a ,  M a d i s o n ,  U S A  
P r o m e g a ,  M a d i s o n ,  U S A  
S i g m a - A l d r i c h ,  D u b l i n  2 4 ,  I r e l a n d  
M e r c k ,  D a r m s t a d t ,  G e r m a n y  
I m m u n o t o o l s ,  F r i e s o y t h e ,  G e r m a n y  
N u n c ,  R o s k i l d e ,  D e n m a r k  
W i d e  m i n i  s u b - c e l l  G T  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  
S y n g e n e  G e n e  G e n i u s  B i o i m a g i n g  s y s t e m  
H u m a n  P B M C s  w e r e  o b t a i n e d  f i o m  b u m  c o a t s  o f  h e a l t h y  d o n o r s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  2 . 2 . 1 .  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l s  w e r e  p u r i f i e d  f i o m  P B M C s  b y  
p o s i t i v e  s e l e c t i o n  o n  a  M A C S  c o l u m n  w i t h  a n t i - C D  1 4  a n d  a n t i - C D 3  r n i c r o b e a d s  
( r e f e r  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 6 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  R o u n t i n e l y  p u r i t y  w a s  > 9 0 %  f o r  C D 1 4 +  
m o n o c y t e s  a n d  > 9 5 %  f o r  C D 3 +  T  c e l l s  a s  a s s e s s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  T h e  C D 1 4 -  
C D 3 -  p o p u l a t i o n  w a s  o b t a i n e d  b y  d e p l e t i n g  t h e  C D 1 4 -  f i a c t i o n  o f  C D 3 +  T  c e l l s .  
1 7 0 4 4 6 8  
3 0 8 8 s  
B i o r a d ,  H e r c u l e s ,  U S A  
A m e r i c a n  I n s t r u m e n t  E x c h a n g e ,  I n c . ,  U S A  
C o n t a m i n a t i n g  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l s  w a s  < 2 %  o f t h e  C D 1 4 - C D 3 -  
p o p u l a t i o n  a f t e r  p u r i f i c a t i o n  ( s e e  a p p e n d i x  1  C ) .  
3 . 2 . 2  V i r u s  s t o c k s  a n d  i n f e c t i o n s  
C D 1 4 +  m o n o c y t e s  w e r e  c u l t u r e d  i n  c o m p l e t e  R P M I  o n  a  2 4  w e l l  p l a t e  a n d  w e r e  
s u b s e q u e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  a t  a  T C I D 5 0 / m l  o f  6  o r  i n f l u e n z a  v i r u s  a t  a  
T C I D S o / m l  o f  7  f o r  2 h  a t  3 7 " C ,  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 7 . 1 .  C e l l s  w e r e  
w a s h e d  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  t o  r e m o v e  e x c e s s  v i r u s  a n d  c u l t u r e d  f o r  a  f i n t h e r  2 4 h  o r  
4 8 h .  
3 . 2 . 3  F l o w  c y t o m e t r y  
S t a i n i n g  o f  c e l l s  f o r  f l o w  c y t o m e t r y  w a s  p e r f o r m e d  i n  a c c o r d a n c e  t o  t h e  p r o t o c o l  i n  
s e c t i o n  2 . 2 . 5 .  A b s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  f o r  f l o w  c y t o m e t r i c  s t a i n i n g  a r e  s u m m a r i s e d  i n  
t a b l e  2 . 2 . 1 ,  o f  t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r .  A p o p t o s i s  o f  l y m p h o c y t e s  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  
t h e  A n n e x i n  V - F I T C  A p o p t o s i s  D e t e c t i o n  K i t  I  ( B D  P h a r r n i n g e n ,  s e c t i o n  2 . 2 . 8 ) .  
3 . 2 . 4  E L I S A  
H u m a n  I L - 1 0 ,  I F N y  ( t a b l e  2 . 2 . 5 )  a n d  I L - 2  ( t a b l e  3 . 2 . 1 )  D u o s e t  E L I S A  d e v e l o p m e n t a l  
k i t s  a n d  h u m a n  I F N a  E L I S A  k i t  ( t a b l e  2 . 2 . 5 )  w e r e  u s e d  t o  q u a n t l f l  t h e  c y t o k i n e s  
s e c r e t e d  i n t o  c e l l  s u p e r n a t a n t s .  E L I S A  k i t s  w e r e  u s e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  
m a n u f a c t u r e r s  i n s t r u c t i o n s  ( R & D )  a n d  s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  f i o m  t h e  
s t a n d a r d  c u r v e  f o r  e a c h  c y t o k i n e  ( s e c t i o n  2 . 2 . 9 ) .  
3 . 2 . 5  R N A  i s o l a t i o n  
R N A  f i o m  s a m p l e s  w a s  i s o l a t e d  u s i n g  T R I   R E A G E N T ^ ^ ,  w h i c h  i s  a  r e a g e n t  t h a t  i s  
c o m p r i s e d  o f  a  m i x t u r e  o f  g u a n i d i n e  t h i o c y a n a t e  a n d  p h e n o l  i n  a  m o n o - p h a s e  
s o l u t i o n .  T h i s  r e a g e n t  i s  v e r y  e f f e c t i v e  a t  i n h i b i t i n g  R N a s e  a c t i v i t y ,  w h i c h  i s  h i g h l y  
b e n e f i c i a l ,  c o n s i d e r i n g  R N A  i s  g e n e r a l l y  u n s t a b l e  a n d  c a n  d e g r a d e  r e a d i l y .  T R I  
 R E A G E N T ^ ^  c a n  a l s o  b e  u s e d  t o  i s o l a t e  D N A  a n d  p r o t e i n .  A f t e r  c e l l s  h a v e  b e e n  
l y s e d  w i t h  T R I   R E A G E N T ^ ^ ,  c h l o r o f o r m  i s  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e  a n d  t h e n  
c e n t r i f u g e d .  T h e  r e s u l t i n g  m i x t u r e  s e p a r a t e s  i n t o  t h r e e  p h a s e s :  1 )  a n  u p p e r  a q u e o u s  
p h a s e  c o n t a i n i n g  R N A ,  2 )  a n  i n t e r p h a s e  c o n t a i n i n g  D N A  a n d  3 )  a n  o r g a n i c  p h a s e  
c o n t a i n i n g  p r o t e i n s .  R N A  c a n  t h e n  b e  p r e c i p i t a t e d  f i o m  t h e  a q u e o u s  p h a s e  b y  a d d i t i o n  
o f  i s o p r o p a n o l ,  f o l l o w e d  b y  w a s h i n g  w i t h  e t h a n o l ,  b e f o r e  i t  c a n  b e  s o l u b i l i s e d  
( w w w  .  s i g m a - a l d r i c h .  c o m )  .  
R N A  w a s  i s o l a t e d  f i - o m  c e l l s  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r s  g u i d e h e s  ( S i g m a ) .  
B r i e f l y ,  1 x 1 0 ~  c e l l s  w e r e  l y s e d  w i t h  5 0 0 p . 1  o f  T R I   R E A G E N T ^ ^  b y  r e p e a t e d  p i p e t i n g .  
1  OOpl o f  c h l o r o f o r m  ( 0 . 2 m l  o f  c h l o r f o r d m l  o f  T R I   R E A G E N T ^ ^ )  w a s  a d d e d  t o  
s a m p l e s ,  s h a k e n  v i g o r o u s l y  f o r  1 5  s e c o n d s  a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  1 5 m i n s  a t  R T .  
S a m p l e s  w e r e  t h e n  c e n t r i f b g e d  a t  1 3 0 0 0 r p m  f o r  1 5 m i n s  a t  4OC. C e n t r i f u g a t i o n  
s e p a r a t e d  t h e  s a m p l e s  i n t o  t h r e e  p h a s e s  o r  l a y e r s ,  w h e r e  t h e  u p p e r  a q u e o u s  l a y e r  
( R N A )  w a s  t h e n  r e m o v e d .  2 5 0 p . l  o f  i s o p r o p a n o l  w a s  a d d e d  t o  s a m p l e s ,  i n v e r t e d  t w i c e  
a n d  l e f t  t o  s t a n d  f o r  1  O m i n s  a t  R T ,  f o l l o w e d  a g a i n  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1  3  0 0 0 r p m  f o r  
1  O m i n s  a t  4OC. T h e  s u p e r n a t a n t  f i o m  t h e  s a m p l e s  w a s  d e c a n t e d  a n d  t h e  R N A  p e l l e t s  
w e r e  w a s h e d  w i t h  l m l  o f  7 5 %  e t h a n o l ,  v o r t e x e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  9 0 0 0 r p m  f o r  
5 m i n s  a t  4OC. S a m p l e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  d e c a n t e d  a n d  t h e  R N A  p e l l e t s  w e r e  l e f t  t o  
a i r - d r y  f o r  1 0 - 1  4 m i n .  L a s t l y ,  R N A  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5 0 p l  o f  n u c l e a s e  f i - e e  
w a t e r  ( p r e - h e a t e d  t o  5 5 O C )  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0 ° C .  
3 . 2 . 6  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  R N A  
N u c l e i c  a c i d s  c a n  a b s o r b  U V  l i g h t  a t  2 6 0 n m .  T h e r e f o r e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  R N A  i n  a  
s a m p l e  c a n  b e  d e t e r m i n e d  b y  U V  s p e c t r o p h o t o m e t r y .  A n  a b s o r b a n c e  r e a d i n g  o f  1  u n i t  
a t  2 6 0 n m  i s  e q u a l  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 0 p g l m l  R N A .  I n  c o n t r a s t  t o  n u c l e i c  a c i d s ,  
p r o t e i n s  h a v e  a n  a b s o r p t i o n  m a x i m u m  o f  2 8 0 n m .  T h i s  r e a d i n g  i n d i c a t e s  t h e  e x t e n t  o f  
p r o t e i n  c o n t a m i n a t i o n  i n  a  g i v e n  s a m p l e .  T h u s ,  n o n - c o n t a m i n a t e d  R N A  s h o u l d  h a v e  
a n  A b s  ( a b s o r b a n c e )  2 6 0 1 2 8 0  r a t i o  o f  2 1 . 7 .  T o  q u a n t i f l  R N A ,  1  O p l  o f  s a m p l e  w a s  
m i x e d  w i t h  4 9 0 ~ 1  o f  n u c l e a s e  f i e e  w a t e r  i n  a  q u a r t z  c u v e t t e  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  
r e a d i n g  a t  2 6 0 n m  a n d  t h e  r a t i o  o f  A b s 2 6 0 1 2 8 0  w a s  r e c o r d e d  f i o m  t h e  
s p e c t r o p h o t o m e t e r .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t o t a l  R N A  w a s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :  
R N A  c o n c e n t r a t i o n  ( p g l m l )  =  A b s 2 6 0  X  d i l u t i o n  f a c t o r  ( 5 0 )  X  c o n v e r s i o n  f a c t o r  ( 4 0 )  
-  
+  
3 . 2 . 7  R e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  o f  R N A  
R e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  i s  a  p r o c e s s  i n  w h i c h  s i n g l e  s t r a n d e d  R N A  i s  c o n v e r t e d  o r  
r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  i n t o  c o m p l e m e n t a r y  D N A  ( c D N A ) ,  u s i n g  a  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  
( R T )  e n z y m e .  T h i s  c D N A  p r o d u c t  i s  f a i r l y  s t a b l e  a n d  c a n  b e  u s e d  a s  a  t e m p l a t e  i n  t h e  
p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R ) .  M e s s e n g e r  R N A  f i o m  s a m p l e s  w a s  r e v e r s e  
t r a n s c r i b e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  p r o t o c o l :  
1 )  2 p g  o f  R N A  w a s  a d d e d  p e r  2 0 p 1  r e a c t i o n  v o l u m e .  
2 )  T h e  s a m p l e  ( a p p r o x i m a t e l y  1 0 p 1 )  w a s  a d d e d  t o  a  m a s t e r m i x  o r  r e a c t i o n  
s o l u t i o n  a n d  t h e  m a s t e r m i x  w a s  m a d e  a c c o r d i n g  t o  t a b l e  3 . 2 . 3  
T a b l e  3 . 2 . 3  S u m m a r i s e s  t h e  r e a g e n t s  u s e d  t o  m a k e  t h e  m a s t e r r n i x  f o r  c D N A  s y n t h e s i s  
R e a g e n t  
1  OX b u f f e r  
S i n g l e  r e a c t i o n  ( P I )  
2  
5 m M  M ~ ~ +  b u f f e r  4  
0 . 8 m M  d N T P s  ( d e o x y n u c l e o t i d e  t r i p h o s p h a t e s )  
0 . 5 p . g  o l i g o  ( d T ) 1 2 - 1 8  p r i m e r  
2 5  U n i t s  R N a s e  i n h i b i t o r  
1 . 6  
-  
2  
0 . 5  
6 2 . 5  U n i t s  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  ( s u p e r s c r i p t )  
0 . 1 2 5  
3 )  T h e  f o l l o w i n g  t e m p e r a t u r e s  w e r e  s e t  i n  t h e  t h e r m o c y c l e r  f o r  c D N A  s y n t h e s i s :  
2 5 ° C  f o r  1 0 m i n s  ( p r i m e r  a n n e a l i n g )  
4 2 ° C  f o r  6 0 m i n s  ( c D N A  s y n t h e s i s )  
9 5 ° C  f o r  5 m i n s  ( s t o p s  r e a c t i o n )  
4OC f o r  1 0 m i n s  
4 )  T h e  r e s u l t i n g  c D N A  w a s  u s e d  a s  a  t e m p l a t e  f o r  a m p l i f i c a t i o n  i n  t h e  P C R .  
3 . 2 . 8  P o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )  
P C R  i s  a  m e t h o d  f o r  s y n t h e s i s i n g  a n d  a m p l i f y i n g  s p e c i f i c  D N A  s e q u e n c e s .  F i r s t l y ,  t h e  
D N A  i s  d e n a t u r e d  b y  h e a t i n g  a t  9 5 O C ,  w h i c h  u n f o l d s  o r  s e p a r a t e s  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  
m o l e c u l e  i n t o  s i n g l e  s t r a n d s  o f  D N A .  A  l i n u t e d  s t r e t c h  o f  n u c l e o t i d e s  o n  e a c h  s i d e  o f  
t h e  t a r g e t  g e n e  i s  u s e d  t o  d e s i g n  c o m p l e m e n t a r y  s i n g l e - s t r a n d e d  o l i g o n u c l e o t i d e s  
( - 2 0 b p ) ,  w h i c h  s e r v e  a s  p r i m e r s  ( f o r w a r d  a n d  r e v e r s e )  f o r  t h e  P C R  r e a c t i o n .  T h e s e  
s p e c i f i c  p r i m e r s  h y b r i d i s e  o r  a n n e a l  ( t e m p e r a t u r e  i s  s p e c i f i c  t o  e a c h  p r i m e r  p a i r )  t o  
o p p o s i t e  s t r a n d s  o f  D N A  a n d  f l a n k  t h e  t a r g e t  D N A  s e q u e n c e  t o  b e  a m p l i f i e d .  
E l o n g a t i o n  o f  p r i m e r s  i s  c a t a l y s e d  b y  a  D N A  p o l y m e r a s e  e n z y m e ,  s u c h  a s  T a q  
p o l y m e r a s e  ( 7 2 ° C ) .  T h i s  e n z y m e  i s  a  t h e r m o s t a b l e  p o l y m e r a s e  a n d  s o  i s  a b l e  t o  
w i t h s t a n d  t h e  h i g h  t e m p e r a t u r e s  n e e d e d  i n  P C R .  T h e s e  t h r e e  d i f f e r e n t  s t e p s  i n v o l v i n g  
d e n a t u r a t i o n ,  p r i m e r  a n n e a l i n g  a n d  e l o n g a t i o n  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  a  c y c l e  a n d  n u m e r o u s  
c y c l e s  ( - 3 0 - 4 0 )  a r e  n e e d e d  t o  d e t e c t  t h e  P C R  p r o d u c t .  
T h e  p r i m e r s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  t o  i d e n t i f y  p a r t i c u l a r  g e n e s  w e r e  d e s i g n e d  f i o m  t h e  
c o m p l e t e  c o d i n g  s e q u e n c e  f o r  e a c h  g e n e ,  f o u n d  o n  t h e  e n t r e z  n u c l e o t i d e s  d a t a b a s e  
( h t t p : / / w w w . n c b i . n l r n . n i h . g o v / e n t r e z / q _ .  f c a i ? d b = N u c l e o t i d e ) ,  w i t h  t h e  a i d  o f  t h e  
p r i m e r  d e s i g n  s o f t w a r e  f i o m  c y b e r g e n e  
( h t t p : / / ~ ~ ~ . c y b e r g e n e . s e / ~ r i m e r t o o l s / i n d e x . h t m l )  a n d  w e r e  o r d e r e d  f i o m  M W G -  
B i o t e c h  A G  ( G e r m a n y ) .  P r i m e r  p a i r s  w e r e  a s  f o l l o w s :  
H u m a n  I F N P :  5 ' - T G C T C T C C T G T T G T G C T T C T - 3 '  ( f o r w a r d )  
5 ' - G G T A A C C T G T A A G T C T G T T - 3 '  ( r e v e r s e )  
P r o d u c t  s i z e  =  5 2 6 b p  
H P I V 3  N P :  
P r o d u c t  s i z e  =  5 4 8 b p  
I n f l u e n z a  A  v i r u s  N P :  
( H 3 N 2 )  
P r o d u c t  s i z e  =  6 1 9 b p  
H u m a n  p - a c t i n :  
P r o d u c t  s i z e  =  6  1 9 b p  
5 ' - T T G G A A G T G A C C T G G A T T A T - 3 '  ( f o r w a r d )  
5 ' - G G A T A C A G A T A A A A G G A G C - 3 '  ( r e v e r s e )  
5 ' - C T T A C G A A C A G A T G G A G A C T - 3 '  ( f o r w a r d )  
5 ' - T G T T T T C C G C C C A T T C T C A C - 3 '  ( r e v e r s e )  
5 ' - T A C A A T G A G C T G C G T G T G - 3 '  ( f o r w a r d )  
5 ' - T G T T G G C G T A C A G G T C T T - 3 '  ( r e v e r s e )  
A  2 5 p 1  r e a c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  f o r  e a c h  s a m p l e  u s i n g  1  p 1  o f  c D N A  a s  a  t e m p l a t e .  A s  
a  c o n t r o l ,  P C R  w a s  p e r f o r m e d  o n  a l l  s a m p l e s  u s i n g  p r i m e r s  s p e c i f i c  f o r  t h e  
h o u s e k e e p i n g  g e n e  p - a c t i n .  A l s o  t o  c h e c k  f o r  g e n o m i c  c o n t a m i n a t i o n ,  P C R  
a m p l i f i c a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  o n  1 0 0 n g l m l  o f  R N A  f r o m  e a c h  s a m p l e  u s i n g  p - a c t i n  
p r i m e r s .  T h e  m a s t e r m i x  o r  r e a c t i o n  s o l u t i o n  f o r  P C R  w a s  m a d e  a c c o r d i n g  t o  t a b l e  
3 . 2 . 4 .  
T a b l e  3 . 2 . 4  S u m m a r i s e s  t h e  r e a g e n t s  a n d  q u a n t i t i e s  u s e d  i n  t h e  m a s t e r m i x  f o r  P C R  
T h e  f o l l o w i n g  t e m p e r a t u r e s  w e r e  s e t  i n  t h e  t h e r m o c y c l e r  f o r  P C R ,  w i t h  c h a n g e s  o n l y  
m a d e  t o  t h e  a n n e a l i n g  t e m p e r a t u r e s :  
9 5 ° C  f o r  5 m i n s  
9 5 ° C  f o r  4 5 s e c o n d s  
- .  
R e a g e n t  S i n g l e  r e a c t i o n  ( p l )  
1  OX b u f f e r  
- -  
2 . 5 r n M  M ~ ' '  b u f f e r  
2 r n M  d N T P s  
F o r w a r d  p r i m e r  ( s t 0  c k = 4 0 0 p m o Y  p1) 
R e v e r s e  p r i m e r  ( s t 0  c k = 4 0 0 p m o l / p l )  
1 . 2 5  U n i t s  T a q  D N A  p o l y m e r a s e  
N u c l e a s e  f i e e  w a t e r  
2 . 5  
2 . 5  
-  
2  
1  
1  
0 . 2  
1 4 . 8  
a  X  " C  f o r  4 5 s e c o n d s  
7 2 ° C  f o r  l m i n  
G o  t o  s t e p  2 ,  r e p e a t  X  3 5  
7 2 ° C  f o r  1  O m i n s  
4 ° C  h o l d  
D N A  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  p e r f o r m e d  o n  a l l  s a m p l e s  u s i n g  a  1  %  a g a r o s e  g e l  ( m a d e  i n  
1  X  T r i s - b o r a t e  E D T A  ( T B E ) )  ( 1 0 X  T B E  =  1 0 8 g  o f  8 9 0 m M  t r i s  b a s e ,  5 5 g  o f  8 9 0 m M  
b o r i c  a c i d ,  4 0 m l  o f  0 . 5 M  E D T A ,  m a k e  u p  t o  1 1  w i t h  d H z O  a n d  a u t o c l a v e )  c o n t a i n i n g  
2 p 1  ( - 0 . 3  p g l m l )  e t h i d i u m  b r o m i d e  ( s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  =  1  O m g l m l ) .  I n  a l l  c a s e s  8 p 1  
o f  s a m p l e  p r o d u c t  w a s  a d d e d  t o  4 p 1  o f  6 X  b l u e l o r a n g e  l o a d i n g  d y e  o n  t h e  g e l ,  w h i c h  
w a s  r u n  f o r  a p p r o x i m a t e l y  4 5 m i n s  a t  1  OOV a n d  3 5 0 r n A  i n  1  X  T B E  r u n n i n g  b u f f e r .  
T h e  1  k b  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  ( P r o m e g a )  w a s  r u n  s i m u l t a n e o u s l y  o n  e a c h  g e l  t o  
a c t  a s  a  r e f e r e n c e  f o r  t h e  s i z e  o f  t h e  v i s u a h s e d  b a n d s .  P r o d u c t s  w e r e  v i s u a l i s e d  u n d e r  
u l t r a v i o l e t  l i g h t  ( U V )  o n  t h e  g e l  c o n t a i n i n g  e t h i d i u m  b r o m i d e ,  w h i c h  c a n  b i n d  t o  
D N A  a n d  f l u o r e s c e  u n d e r  U V  l i g h t .  T h e  s y n g e n e  g e n e  g e n i u s  b i o i m a g i n g  s y s t e m  w a s  
u s e d  t o  a n a l y s e  t h e  d a t a .  
3 . 2 . 9  3 ~ - ~ h y m i d i n e  p r o l i f e r a t i o n / C o c u l t u r e  a s s a y s  
C o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  w e r e  g a m m a  i r r a d i a t e d  a n d  w e r e  s e e d e d  a t  
2 x 1 0 ~  i n t o  9 6 - w e l l  f l a t - b o t t o m e d  p l a t e s .  C o c u l t u r e s  o f  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  
a l l o g e n e i c  C D 3 +  T  c e l l s  o r  m i x e d  l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R :  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n )  
w e r e  p e r f o r m e d  a t  1  :  1 0  r a t i o s  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s  ( r e f e r  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 9 ) .  I n  s o m e  
c a s e s ,  r e c o m b i n a n t  h u m a n  I L - 2  ( s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  =  1 0 0 p g I m l )  w a s  a d d e d  t o  
c e r t a i n  w e l l s  o f  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  ( 1  n g l m l ) ,  t o  e v a l u a t e  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  
I n  l a t e r  e x p e r i m e n t s  2 x 1 0 ~  C D 1 4 - C D 3 -  c e l l s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  c o c u l t u r e s  a b o v e  i n  
k e e p i n g  w i t h  t h e  s a m e  r a t i o .  A R e r  5  d a y s  i n c u b a t i o n ,  p r o l i f e r a t i o n  w a s  e v a l u a t e d  b y  
a d d i n g  2 . 5 p C d w e l l  ' ~ - t h ~ m i d i n e  t o  t h e  c o c u l t u r e s  f o r  t h e  l a s t  5 h  o f  i n c u b a t i o n .  C e l l s  
w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  o n t o  f i l t e r  m a t s  a n d  a n a l y s e d  o n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r ,  a s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( s e e  s e c t i o n  2 . 2 . 1  1 ) .  
3 . 2 . 1 0  T r a n s w e l l  c u l t u r e s  
I r r a d i a t e d  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  C D 1 4 - C D 3 -  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  
c h a m b e r  o f  a n  8  w e l l  s t r i p  i n s e r t  w i t h  0 . 2 - p m  p o r e s  o n  a  9 6 - w e l l  f l a t - b o t t o m e d  p l a t e .  
B e n e a t h  t h e  i n s e r t  i n  t h e  l o w e r  c h a m b e r ,  1 x 1 0 '  C D 3 +  T  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  
i r r a d i a t e d  C D 1 4 +  m o n o c y t e s .  A s  i n  t h e  c o c u l t u r e s  a b o v e ,  a  1  :  1 0  r a t i o  o f  A P C : T  c e l l  
w a s  e n f o r c e d  t o  e n s u r e  c o m p a r a b l e  r e s u l t s .  C u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5  d a y s  a n d  
t h e n  a n a l y s e d  f o r  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
3 . 2 . 1 1  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  
S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  b e t w e e n  s a m p l e s  w a s  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  
2 . 2 . 1 2 .  
3 . 3  R E S U L T S  
3 . 3 . 1  H P I V 3  i n f e c t i o n  i n d u c e s  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  h u m a n  C D 1 4 +  
m o n o c y t e s  i n t o  h i g h l y  a c t i v a t e d  d e n d r i t i c  c e l l s  
T o  a s s e s s  t h e  t y p e  o f  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  i n d u c e d  b y  H P I V 3  i n f e c t i o n  w e  i s o l a t e d  
a n d  i n f e c t e d  f i e s h  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  f r o m  h u m a n  b l o o d  d o n a t i o n  a n d  c o m p a r e d  t h e  
r e s u l t s  t o  i n f l u e n z a  i n f e c t i o n ,  a  w e l l  k n o w n  r e s p i r a t o r y  v i r u s  r e l a t e d  t o  H P I V 3  b u t  
m o r e  c o m m o n l y  a s s o c i a t e d  w i t h  a c u t e  r a t h e r  t h a n  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n .  C e l l s  w e r e  a l s o  
e x a m i n e d  f o l l o w i n g  T N F a  t r e a t m e n t  o r  m e d i u m  a l o n e .  S u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  
d e m o n s t r a t e d  s t r o n g l y  a c t i v a t e d  a n d  m a t u r e  D C s  f o l l o w i n g  H P I V  i n f e c t i o n  w i t h  a n  u p  
r e g u l a t i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  C D 8 3 ,  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  a n d  M H C  C l a s s  I 1  a n d  
d o w n  r e g u l a t i o n  o f  C D 1  l c  a n d  C D 1 4  ( f i g u r e  3 . 3 . 1 )  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
I F N a  p r i m e d  D C s  ( M o h t y  e t  a 1  2 0 0 3 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e r e  w a s  a  s t r o n g  u p r e g u l a t i o n  
o f  C D 1 2 3  ( I L - 3 R a )  o n  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s ,  w h i c h  i s  f o u n d  o n  h e m a t o p o i e t i c  c e l l s  
a n d  h i g h  l e v e l s  o f  C D 1 2 3  h a v e  a l s o  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  I F N a  p r i m e d  D C s  ( P a r l a t o  
e t  a 1  2 0 0 1 )  a n d  p l a s m a c y t o i d  D C s  ( L u i  2 0 0 5 ) .  T r e a t m e n t  w i t h  T N F a  i n d u c e d  l i t t l e  o r  
n o  e f f e c t  i n  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  c o m p a r e d  t o  u n s t i m u l a t e d  c o n t r o l s  ( f i g u r e  
3 . 3 . 1 ) .  H o w e v e r ,  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  g e n e r a t e d  a  d i s t i n c t  D C  f i o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  A l t h o u g h  i n f e c t i o n  w i t h  i n f l u e n z a  g e n e r a t e d  s i m i l a r  b u t  l e s s  
i n t e n s e  p h e n o t y p i c  p r o f i l e s  t o  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s ,  i n  t e r m s  o f  u p r e g u l a t i o n  o f  
c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  a n d  M H C  C l a s s  1 1 ;  m y e l o i d  m a r k e r s ,  C D l  1  c  a n d  C D 1 4 ,  
r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  h i g h  o n  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c e l l s  ( f i g u r e  3 . 3 . 1 ) .  T h u s ,  H P I V 3  
i n f e c t i o n  g e n e r a t e d  a  h i g h l y  p o t e n t ,  d i s t i n c t  D C  p o p u l a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  i n f l u e n z a  
g e n e r a t e d  D C s .  
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M F I  
F i g u r e  3 . 3 . 1  C D 1 4 +  r e s p o n s e s  t o  i n f e c t i o n  o r  T N F  t r e a t m e n t .  F r e s h l y  i s o l a t e d  C D 1 4 +  c e l l s  w e r e  
i n f e c t e d  w i t h  i n f l u e n z a  ( T C I D 5 0 = 7 ) ,  H P I V  ( T C I D S o = 6 )  o r  t r e a t e d  w i t h  T N F a  ( 2 5 n g l m l )  o r  l e f t  
u n s t i m u l a t e d  ( m e d i u m )  ( s e c t i o n  2 . 2 . 7 )  f o r  4 8 h .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  s u r f a c e  
m a r k e r s  ( C D l  l c ,  C D 1 4 ,  C D 8 3 , C D 4 0 , C D 8 3 , C D 8 6 ,  C l a s s  1 1 ,  C D 1 2 3 )  w e r e  a s s e s s e d  b y  f l o w  
c y t o m e t e r y  a s  m e a n  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  ( M F I ) .  R e s u l t s  a r e  a  c u l m i n a t i o n  o f  a t  l e a s t  t h r e e  s e p a r a t e  
e x p e r i m e n t s .  
3 . 3 . 2  H i g h  l e v e l s  o f  I F N a  a n d  I L - 1 0  a r e  p r o d u c e d  f r o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
C y t o k i n e  s e c r e t i o n  f i o m  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  c e l l s  w a s  e x a m i n e d .  I n t e r e s t i n g l y ,  
s i g n i f i c a n t  l e v e l s  o f  t h e  r e g u l a t o r y  c y t o k i n e ,  I L - 1 0  w e r e  s e c r e t e d  f i o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a t  4 8 h ,  c o m p a r e d  t o  t h e  i n f l u e n z a  i n f e c t e d ,  T N F a  t r e a t e d  o r  
u n s t i m u l a t e d  c e l l s  ( f i g u r e  3 . 3 . 2 A ) .  H o w e v e r ,  c o p i o u s  a m o u n t s  o f  I F N a  w e r e  a l s o  
p r o d u c e d  f r o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  t r e a t m e n t s  ( f i g u r e  
3 . 3 . 2 B ) ,  r e i n f o r c i n g  t h e  s t r o n g  i n f l u e n c e  o f  H P I V 3  o n  i n n a t e  c e l l  a c t i v a t i o n .  A l s o ,  
u p r e g u l a t e d  l e v e l s  o f  I F N P  m R N A  w e r e  o b s e r v e d  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  a f t e r  
2 4 h  ( f i g u r e 3 . 3 . 2 C ) ,  e m p h a s i s i n g  t h e  s t r e n g t h  o f  t h i s  v i r u s  i n  s t i m u l a t i n g  t y p e  I  I F N  
p r o d u c t i o n  f i o m  t h e s e  c e l l s .  I n  c o n t r a s t  t o  H P I V 3  i n f e c t i o n ,  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s  s e c r e t e d  l i t t l e  o r  n o  c y t o k i n e s  ( f i g u r e  3 . 3 . 2 A - C ) .  T h e r e f o r e ,  w e  c h e c k e d  
f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n  i n  t h e s e  c e l l s ,  t o  a s s e s s  i f  t h i s  l a c k  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  c o u l d  
b e  d u e  t o  i n e f f i c i e n t  v i r a l  r e p l i c a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  l o s s  o f  s t i m u l a t i o n  i n  t h e s e  c e l l s .  
H o w e v e r ,  s i m i l a r  l e v e l s  o f  t h e  v i r a l  n u c l e o c a p s i d  p r o t e i n  ( N P )  m R N A  w a s  e v i d e n t  
f i o m  b o t h  H P I V 3  i n f e c t e d  a n d  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c e l l s  ( f i g u r e  3 . 3 . 2 C ) .  T h u s ,  t h i s  l a c k  
o f  I F N a  d e t e c t e d  w i t h  i n f l u e n z a  v i r u s  i s  p e r h a p s  l i n k e d  t o  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  t y p e  I  
I F N  p a t h w a y  b y  t h e  n o n - s t r u c t u r a l  p r o t e i n  ( N S 1 )  o f  t h e  v i r u s  ( W a n g  e t  a1 2 0 0 0 ) .  
H e n c e ,  t h i s  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  a r e  p o t e n t  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  
c e l l s ,  c a p a b l e  o f  s e c r e t i n g  l a r g e  a m o u n t s  o f  c y t o k i n e s .  
M e d i u m  'INF H P I V 3  F L U  M e d i u m  l N F  H P I V 3  F L U  
c  M e d i u m  T N F a  P I V  F L U  
F i g u r e  3 . 3 . 2  C y t o k i n e  e x p r e s s i o n  a n d  s e c r e t i o n  f r o m  v i r a l l y  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  M o n o c y t e s  w e r e  
i n f e c t e d  w i t h  H P N 3  o r  i n f l u e n z a  a n d  c u l t u r e d  f o r  i n d i c a t e d  t i m e  p o i n t s  ( s e c t i o n  2 . 2 . 7 ) .  S u p e r n a t a n t s  
w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  a t  2 4 h  a n d  4 8 h  a n d  I G l O  ( A )  a n d  I F N a  ( B )  s e c r e t i o n  f r o m  c e l l s  w a s  d e t e r m i n e d  
b y  E L I S A ,  w h e r e  t h e  d a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e .  R e s u l t s  a r e  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  t o  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( f o r  s t a t i s t i c s  f r o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  
a p p e n d i x  7 ,  t a b l e  7 . B  a n d  C ) .  * * " P I  0 . 0 1 ,  * * * P I  0 . 0 0 1 .  ( C )  A f t e r  2 4 h  i n c u b a t i o n ,  m R N A  e x p r e s s i o n  o f  
I F N P ,  P I V  N P ,  F L U  N P  a n d  p - a c t i n  f i o m  i n f e c t e d  c e l l s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  R T - P C R  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n s  3 . 2 . 5 - 3 . 2 . 8 .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .  
3 . 3 . 3  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  f a i l e d  t o  i n d u c e  p r o l i f e r a t i o n  o f  
a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e s  b u t  n o t  a l l o g e n e i c  p u r i f i e d  C D 3 +  T  
c e l l s  
W e  n e x t  e v a l u a t e d  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e s e  i n f e c t e d  o r  t r e a t e d  D C s  t o  s t i m u l a t e  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  p o l a r i s a t i o n .  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  c o n s i s t e n t l y  f a i l e d  t o  i n d u c e  
a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  c o m p a r e d  w i t h  i n f l u e n z a  i n f e c t e d ,  
T N F a  t r e a t e d  o r  u n s t i m u l a t e d  c e l l s  ( 5  d o n o r s :  f i g u r e  3 . 3 . 3 A ) .  D e s p i t e  t h i s  l a c k  o f  
p r o l i f e r a t i o n ,  l y r n p h o  c y t e s  w e r e  p o l a r i s e d  w i t h  h i g h  l e v e l s  o f  I F N y  p r o d u c e d  ( f i g u r e  
3 . 3 . 3 B ) .  S e v e r a l  r e c e n t  s t u d i e s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  l y m p h o i d  d e r i v e d  A P C s ,  s o  c a l l e d  
p l a s m a c y t o i d  D C s ,  m a y  b e  p o t e n t  a c t i v a t o r s  o f  T  c e l l  r e s p o n s e s  a n d  t h a t  t h e s e  c e l l s  
a r e  c r i t i c a l  t o  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  g e n e r a t e d  f i o m  v i r a l  i n f e c t i o n  ( C e l l a  e t  a1 2 0 0 0 ,  
S c h l e c h t  e t  a1 2 0 0 4 ) .  I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  i f  p l a s m a c y t o i d  D C s  m a y  c o m p e n s a t e  f o r  
r e d u c e d  p r o l i f e r a t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t e d  m y e l o i d  ( C D 1 4 + )  d e r i v e d  D C s ,  
w e  i n v e s t i g a t e d  a l l o g e n e i c  T  c e l l  r e s p o n s e s  f i o m  d i r e c t l y  i n f e c t e d  C D 1 4  C D 3  
d e p l e t e d  p o p u l a t i o n s .  I n t e r e s t i n g l y ,  H P I V 3  i n f e c t e d  " l y m p h o i d "  d e r i v e d  D C s  a l s o  
f a i l e d  t o  i n d u c e  s i g n i f i c a n t  a l l o g e n e i c  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( r e f e r  t o  a p p e n d i x  3 ) .  W e  
f o u n d  i d e n t i c a l  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  C D 1 4 +  c e l l s  
s u g g e s t i n g  t h a t  H P I V 3  i n f e c t i o n  o f b o t h  m y e l o i d  a n d  l y m p h o i d  i n n a t e  i m m u n e  c e l l s  
f a i l s  t o  i n d u c e  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  c o m p a r e d  w i t h  i n f l u e n z a  v i r u s ,  t r e a t m e n t  w i t h  
T N F a  o r  u n s t i m u l a t e d  c e l l s  ( f i g u r e  3 . 3 . 3 A  a n d  a p p e n d i x  3 ) .  M o s t  i n t e r e s t i n g l y  
h o w e v e r ,  o v e r  s e v e r a l  d o n o r s ,  p r o l i f e r a t i o n  o f  C D 3 +  p u r i f i e d  T  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  
H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h o s e  o b s e r v e d  w i t h  i n f l u e n z a  
i n f e c t e d  o r  T N F a  t r e a t e d  s a m p l e s  ( f i g u r e  3 . 3 . 3 A ) .  T h u s ,  c u l t u r i n g  H P I V 3  i n f e c t e d  
c e l l s  w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  a p p e a r e d  t o  r e s t o r e  t h i s  i n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  S u r p r i s i n g l y ,  I L - 1 0  w a s  
n o t  s i g n i f i c a n t l y  i n d u c e d  i n  T  c e l l s  s t i m u l a t e d  b y  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
c o m p a r e d  t o  i n f l u e n z a  i n f e c t i o n  o r  T N F a  t r e a t m e n t  ( f i g u r e  3 . 3 . 3 C ) ,  w h i c h  w a s  i n  
c o n t r a s t  t o  e a r l i e r  o b s e r v a t i o n s  f i o m  d i r e c t  i n f e c t i o n  o f  m o n o c y t e s  w i t h  H P I V 3  ( f i g u r e  
3 . 3 . 2 A ) .  W e  a l s o  l o o k e d  f o r  s e c r e t i o n  o f  t h e  s u p p r e s s i v e  c y t o k i n e  T G F P  f i - o m  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s ,  b u t  o n l y  l o w  l e v e l s  o f  T G F P  w e r e  p r o d u c e d  f i - o m  a l l  t r e a t m e n t s  ( a p p e n d i x  
4 ) .  T h u s ,  t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  f a i l u r e  o f  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e s  t o  p r o l i f e r a t e  t o  
H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  i s  n o t  d u e  t o  I L - 1 0 ,  b u t  r a t h e r  p o i n t s  t o w a r d s  t h e  p r e s e n c e  o f  a  
r e g u l a t o r y  g r o u p  o f  c e l l s  i n  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e  p o p u l a t i o n .  
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F i g u r e  3 . 3 . 3  M i x e d  l e u k o c y t e  a n d  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  c y t o k i n e  p r o f i l e s .  
C D 1 4 +  c e l l s  w e r e  l e f t  u n t r e a t e d  ( m D C )  o r  t r e a t e d  w i t h  T N F a  ( m D C + T N F )  o r  i n f e c t e d  w i t h  i n f l u e n z a  
( m D C + F L U )  o r  H P I V 3  ( m D C + P I V )  a n d  c o  c u l t u r e d  i n  a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R )  o r  
w i t h  a l l o g e n e i c  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  ( s e c t i o n  2 . 2 . 1 0 ) .  P r o l i f e r a t i o n  w a s  m e a s u r e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  
a f t e r  5  d a y s  i n  c u l t u r e  ( s e c t i o n  3 . 2 . 9 )  .  C y t o k i n e s  w e r e  m e a s u r e d  b y  E L I S A  a f t e r  3  d a y s  i n  c u l t u r e .  ( A )  
R e p r e s e n t s  t h e  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  f r o m  t h e  m o n o c y t e  c o c u l t u r e s .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c p m  +  S E  
f o r  e a c h  s a m p l e  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  f i v e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( f o r  s t a t i s t i c s  f r o m  r e p e a t  
e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  7 ,  t a b l e  7 . D  a n d  f o r  r a w  d a t a  s e e  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . D ) . * P <  0 . 0 5 .  ( B )  
R e p r e s e n t s  I F N y  s e c r e t i o n  a n d  ( C )  r e p r e s e n t s  I G l O  s e c r e t i o n  f i o m  t h e  m o n o c y t e  c o c u l t u r e s .  R e s u l t s  
r e f l e c t  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  + _  S D  f o r  t h e  v a r i o u s  s a m p l e s  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  f o u r  s e p a r a t e  
e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . E  a n d . F ) .  
3 . 3 . 4  I n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  
c o c u l t u r e s  i s  I L - 2  d e p e n d e n t  
A s  I L - 2  i s  c o n s i d e r e d  a  c r u c i a l  g r o w t h  f a c t o r  f o r  T  c e l l s  ( G a f f e n  a n d  L i u  2 0 0 4 ) ,  w e  
e x a m i n e d  t h e  l e v e l s  o f  t h i s  c y t o k i n e  p r o d u c e d  b y  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  c o c u l t u r e d  
w i t h  m i x e d  l e u k o c y t e s .  W e  f o u n d  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  I L - 2  s e c r e t i o n  f r o m  t h e  
H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  c o c u l t u r e d  w i t h  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e s  c o m p a r e d  t o  t h e  i n f l u e n z a  
i n f e c t e d  o r  T N F a  t r e a t e d  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  3 . 3 . 4 A ) .  H o w e v e r ,  a d d i t i o n  o f  I L - 2  a t  t h e  
s t a r t  o f  t h e  f i v e  d a y  c u l t u r e ,  c o m p l e t e l y  a b r o g a t e d  t h i s  i n h i b i t o r y  e f f e c t ,  o b s e r v e d  
f r o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e  ( f i g u r e  3 . 3 . 4 B ) .  A s  a  c o n t r o l ,  I L - 2  w a s  a l s o  
a d d e d  t o  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  t h a t  w e r e  c o c u l t u r e d  w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s ,  
t o  e n s u r e  t h a t  t h e  q u a n t i t y  o f  I L - 2  a d d e d  t o  t h e  c o c u l t u r e s ,  d i d  n o t  i n d u c e  s i g n i f i c a n t  T  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  T h i s  r e s u l t  w a s  c o n k e d ,  w h e n  d a t a  d e m o n s t r a t e d  n o  s i g n i f i c a n t  
i n c r e a s e  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  b e t w e e n  t h e  u n t r e a t e d  a n d  I L - 2  t r e a t e d  H P I V 3  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  3 . 3 . 4 C ) .  H e n c e ,  t h i s  i n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  f r o m  
H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  w a s  d u e  t o  a  l a c k  o f  I L - 2 .  
S t i m u l a t i o n  o f  C D 1 4  f o r  2 4 h t M L R ( 2 x 1 0 * 5 )  
B  S t i m u l a t i o n  o f  C D  1 4  f o r Z Q h + M L R ( 2 ~ 1 0 * 5 )  
C  
S t i m u l a t i o n  o f  C D 1 4  f o r 2 4 h + C D 3 + T  c e l l s ( 2 x 1 0 * 5 )  
F i g u r e  3 . 3 . 4  I L - 2  s e c r e t i o n  f r o m  a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e s  a n d  t h e  e f f e c t  o f  I L - 2  o n  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n .  C D 1 4 +  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  a n d  i n  a  M L R ,  a s  d e s c r i b e d  
a b o v e  ( f i g u r e  3 . 3 . 3 ) .  A f i e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  t e s t e d  f o r  I L - 2  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  
( A ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  * * P I  0 . 0 1 .  I G 2  ( l n g l m l )  w a s  a d d e d  t o  M L R  c o c u l t u r e s  ( B )  a n d  p u r i f i e d  
C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  ( C )  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  f i v e  d a y  i n c u b a t i o n  p e r i o d  a n d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  
a s s e s s e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  ( s e c t i o n  3 . 2 . 9 ) .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  c p m  2  S E  f o r  e a c h  s a m p l e  a n d  
a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( f o r  s t a t i s t i c s  & o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  
7 ,  t a b l e  7 . E ) .  * * P 1 0 . 0 1 .  
3 . 3 . 5  I n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  n o t  d u e  t o  a p o p t o s i s  o f  
l y m p h o c y t e s  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  
E a r l i e r  s t u d i e s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  H P I V 3  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  A P C s  m a y  h a v e  a  
r o l e  i n  t h e  i n a d e q u a t e  p r i m i n g  o f  v i r a l  s p e c i f i c  m e m o r y  r e s p o n s e s  ( P l o t n i c k y - G i l q u i n  
e t  a1 2 0 0  1 ) .  W e  h a v e  a l r e a d y  s h o w n  i n  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  ( f i g u r e  2 . 3 . 5 )  t h a t  
H P I V 3  d o e s  i n d u c e  m o d e r a t e  l e v e l s  o f  a p o p t o s i s  o f  m o n o c y t e s ,  h o w e v e r  t h e s e  c e l l s  
a r e  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  s i m i l a r  l e v e l s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  t h e  p u r i f i e d  C D 3 + T  
c e l l  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t h e  o t h e r  t r e a t m e n t s  ( f i g u r e  3 . 3 . 3 A ) ,  s o  w e  b e l i e v e  t h a t  i n  
t h i s  c a s e  a p o p t o s i s  o f  A P C s  i s  n o t  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l i m i t e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  
o b s e r v e d  f i - o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  T h e r e f o r e ,  w e  i n v e s t i g a t e d  a p o p t o s i s  
o f  l y m p h o c y t e s  f i - o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e r e  w a s  o n l y  a  1  %  
d i f f e r e n c e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  a p o p t o t i c  l y m p h o c y t e s  f i o m  H P I V 3  a n d  i n f l u e n z a  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  3 . 3 . 5 A ) .  E v e n  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  c o c u l t u r e d  
w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  d i s p l a y e d  o n l y  m i n o r  v a r i a t i o n s  i n  t h e  l e v e l s  o f  e a r l y  
a p o p t o t i c  c e l l s  ( 3 4 % )  c o m p a r e d  t o  c e l l s  f i - o m  i n f l u e n z a  i n f e c t e d ,  T N F a  t r e a t e d  a n d  
u n t r e a t e d  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  3 . 3 . 5 B ) .  T h u s ,  i t  i s  a p p a r e n t  f i o m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  t h i s  
& b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  i s  n o t  l i n k e d  t o  
v i r u s  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  l y m p h o c y t e s .  
A  
M e d i u m  
%- 
T N F a  
I n f l u e n z a  
F i g u r e  3 . 3 . 5  A p o p t o s i s  o f  l y m p h o c y t e s  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  a n d  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  
c o c u l t u r e s .  C D 1 4 +  c e l l s  w e r e  l e f t  u n t r e a t e d  o r  t r e a t e d  w i t h  T N F c t  o r  i n f e c t e d  w i t h  i n f l u e n z a  o r  H P I V 3  
a n d  c o  c u l t u r e d  i n  a l l o g e n e i c  M L R s  o r  w i t h  a l l o g e n e i c  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  f o r  5  d a y s  ( s e c t i o n  
2 . 2 . 1 0 ) .  L y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n s  w e r e  g a t e d  a n d  a p o p t o s i s  o f  l y m p h o c y t e s  f r o m  ( A )  M L R  c o c u l t u r e s  
a n d  ( B )  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y  u s i n g  t h e  F I T C - l a b e l l e d  a n n e x i n  V  
d e t e c t i o n  k i t  I  ( s e c t i o n  2 . 2 . 8 ) .  Q u a d r a n t s  m a r k e r s  w e r e  s e t  b a s e d  o n  i s o t y p e  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  
t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t ;  w h e r e  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l i v i n g  c e l l ,  t h e  l o w e r  
r i g h t  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  a n d  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l a t e  a p o p t o t i c  
c e l l s .  D a t a  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f r o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  
t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . G ) .  
3 . 3 . 6  A  t h i r d  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  t h a t  a r e  a u t o l o g o u s  w i t h  t h e  C D 3 +  T  
c e l l  p o p u l a t i o n s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  T  c e l l  i n h i b i t i o n  f r o m  
H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  
S t u d i e s  w i t h  t h e  p u r i f i e d  C D 3  p o p u l a t i o n s  ( f i g u r e  3 . 3 . 3 A )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f a i l u r e  o f  
t h e  m i x e d  l e u k o c y t e  c e l l s  t o  a d e q u a t e l y  p r o l i f e r a t e  t o  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  w a s  d u e  
t o  a  t h i r d  C D 3 -  C D  1 4 -  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s .  I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h i s  w e  i s o l a t e d  
C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l  p o p u l a t i o n s  b y  c e l l  d e p l e t i o n  a n d  r e s t o r e d  t h e m  t o  t h e  C D 3 +  T  c e l l  
c o c u l t u r e s .  A s  a  c o n t r o l ,  w e  a l s o  c u l t u r e d  t h e s e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n s  w i t h  m i x e d  
l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  a d d i t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  t o  H P I V 3  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  o n l y  i f  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  
p o p u l a t i o n s  w e r e  a u t o l o g o u s  w i t h  t h e  T  c e l l  p o p u l a t i o n  ( f i g u r e  3 . 3 . 6 A ) .  T h i s  w a s  
e v i d e n t  f i o m  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  f i o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  a l l o g e n e i c  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w h i c h  w e r e  c o m p a r a b l e  
t o  t h e  l e v e l s  o b s e r v e d  f i o m  t h e  v a r i o u s  o t h e r  s a m p l e s  ( f i g u r e  3 . 3 . 6 A ) .  I n  c o n t r a s t ,  T  
c e l l  i n h i b i t i o n  w a s  c o n s i s t e n t l y  o b s e r v e d  f i o m  a l l  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  
c o n t a i n i n g  e i t h e r  a l l o g e n e i c  o r  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 - c e l l  p o p u l a t i o n s .  H e n c e ,  t h e s e  
r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h i s  t h i r d  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  l i m i t e d  T  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  a n d  t h a t  t h i s  r e g u l a t i o n  
a p p e a r s  t o  i n v o l v e  h i g h l y  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  T  c e l l s  a n d  t h e  t h i r d  c e l l  
p o p u l a t i o n .  
r  
C P M  
F i g u r e  3 . 3 . 6 .  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  a n d  M L R  
c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a u t o l o g o u s  a n d  a l l o g e n e i c  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l  p o p u l a t i o n s .  ( A )  P u r i f i e d  
C D 3 +  T  c e l l s  a n d  ( B )  m i x e d  l e u k o c y t e s  w e r e  c o c u l t u r e d  a l o n e  ( M E D I U M ) ,  w i t h  C D 1 4 +  c e l l s  ( D C s )  
a n d  a l l o g e n e i c  o r  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s  ( a l l o / a u t o + D C ) ,  w i t h  T N F a  t r e a t e d  c e l l s  a n d  
a l l o g e n e i c  o r  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s  ( a l l o / a u t o + D C + T N F ) ,  w i t h  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a n d  
a l l o g e n e i c  o r  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s  ( a l l o / a u t o + D C + P I V )  a n d  w i t h  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s  a n d  a l l o g e n e i c  o r  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s  ( a l l o / a u t o + D C + F L U ) ( s e c t i o n  3 . 2 . 9 ) .  
P r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  w e r e  m e a s u r e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  a R e r  5  d a y s .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  c p m  2  
S E  f o r  e a c h  s a m p l e  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( f o r  s t a t i s t i c s  f ? o m  r e p e a t  
e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  7 ,  t a b l e  7 . F  a n d  G ) .  * P 1 0 . 0 5 .  
3 . 3 . 7  D i f f e r e n t i a l  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  
s t i m u l a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t e d  A P C s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 3 -  
C D 1 4 -  p o p u l a t i o n s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  T  c e l l  
i n h i b i t i o n  
N e x t  w e  i n v e s t i g a t e d  T  c e l l  p o l a r i s a t i o n  o f  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  c o c u l t u r e d  w i t h  
H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l  p o p u l a t i o n s ,  t o  s e e  i f  
d i f f e r e n t i a l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  b y  T  c e l l s ,  i n d u c e d  b y  t h i s  t h i r d  c e l l  p o p u l a t i o n ,  m a y  
m e d i a t e  t h i s  I n h i b i t i o n  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  S u r p r i s i n g l y ,  t h e r e  w a s  o n l y  s l i g h t l y  
e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I L - 1 0  p r o d u c e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  t h e  
i n f l u e n z a  i n f e c t e d  a n d  u n t r e a t e d  c o c u l t u r e s ,  w h i l e  s i m i l a r  l e v e l s  o f  I F N y  w e r e  
s e c r e t e d  f i - o m  e a c h  o f  t h e  d i f f e r e n t  c o c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  C D 3  -  C D  1 4 -  
c e l l s  ( f i g u r e  3 . 3 . 7 A  a n d  B ) .  A l s o ,  t h i s  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  p r o f i l e  i s  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  
o b s e r v e d  f i o m  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  i n  f i g u r e  3 . 3 . 3 B  a n d  C ,  w h i c h  
s u g g e s t s  t h a t  d i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  o f  I L - 1 0  a n d  I F N y  d o  n o t  a p p e a r  t o  b e  l i n k e d  t o  
t h i s  r e d u c t i o n  i n  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  
c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s .  
M E D I U M  M E D I U M  
F i g u r e  3 . 3 . 7  C y t o k i n e  s e c r e t i o n  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  
a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l  p o p u l a t i o n s .  P u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  a l o n e  ( M E D I U M ) ,  
w i t h  C D 1 4 +  c e l l s  ( D C s )  a n d  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s  ( a u t o + D C ) ,  w i t h  H P I V 3  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s  ( a u t o + D C + P I V )  a n d  w i t h  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
a n d  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s  ( a u t o + D C + F L U ) ( s e c t i o n  3 . 2 . 9 ) .  A R e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  
h a r v e s t e d  f r o m  c e l l s  a n d  ( A )  I F N y  a n d  ( B )  I G l O  s e c r e t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  E L I S A .  D a t a  r e f l e c t s  
t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  t  S D  f o r  e a c h  s a m p l e .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  t o  t h r e e  i n d i v i d u a l  
e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . H ) .  
3 . 3 . 8  A u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  m e d i a t e  C D 3 +  T  c e l l  i n h i b i t i o n  o f  
H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  t h r o u g h  c o n t a c t  d e p e n d e n t  
m e c h a n i s m s  
F r o m  o u r  r e s u l t s  w e  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  T  c e l l s  a n d  
t h e  t h i r d  c e l l  p o p u l a t i o n  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h i s  l i m i t e d  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  
o b s e r v e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s .  T h i s  
i n h i b i t i o n  i s  n o t  r e l a t e d  t o  i n c r e a s e d  I L - 1 0  o r  T G F P  s e c r e t i o n ,  s o  w e  s p e c u l a t e d  t h a t  
i n h i b i t i o n  m i g h t  b e  m e d i a t e d  t h r o u g h  c o n t a c t  d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s .  T o  i n v e s t i g a t e  
t h i s  h y p o t h e s i s ,  w e  r e p e a t e d  t h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  
p o p u l a t i o n s  i n  t r a n s w e l l s  i n s e r t e d  a b o v e  t h e  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s .  C o n s i s t e n t l y  
s e p a r a t i o n  o f  t h e  c e l l s  r e s u l t e d  i n  r e s t o r e d  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  C D 3 +  T  c e l l  
p o p u l a t i o n ,  f i o m  t h e  H P I V 3  c o c u l t u r e d  c e l l s  ( f i g u r e  3 . 3 . 8 ) .  T h u s ,  o v e r a l l  t h e s e  r e s u l t s  
s u g g e s t  t h a t  T  c e l l  i n h i b i t i o n  i s  n o t  d u e  t o  s o l u b l e  m e d i a t o r s  b u t  t o  a  c o n t a c t  
d e p e n d e n t  i n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  b y  a n  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l  
p o p u l a t i o n ( s )  i n  t h e  a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e  c u l t u r e  o f  H P I V 3  I n f e c t e d  c e l l s .  
T r a n s w e l l :  C D 3 -  C D 1 4 -  11 C D 3 +  T  
F i g u r e  3 . 3 . 8  T r a n s w e l l  p r o l i f e r a t i o n  s t u d i e s  o n  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s .  P u r i f i e d  C D 3 +  T  
c e l l s  w e r e  c o c u l t u r e d  w i t h  a l l o g e n e i c  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s ,  w i t h  T N F a  t r e a t e d  
a l l o g e n e i c  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s ,  w i t h  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  
0 3 -  c e l l s  a n d  w i t h  i n f l u e n z a  g e n e r a t e d  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s  i n  t r a n s w e l l s  ( s e c t i o n  
3 . 2 . 1 0 ) .  P r o l i f e r a t i o n  w a s  m e a s u r e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  a f t e r  5  d a y s  ( s e c t i o n  3 . 2 . 9 ) .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  
m e a n  c p m  + _  S E  f o r  e a c h  s a m p l e  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  
f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . 1 ) .  
3 . 4  D I S C U S S I O N  
C u r r e n t  t h i n k i n g  o n  i m m u n e  r e g u l a t i o n  h a s  s u g g e s t e d  t h a t ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  c o n t r o l  
o f  r e s p o n s e s  t o  s e l f ,  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  a r e  a t  p l a y  w h c h  l i m i t  c o l l a t e r a l  d a m a g e  
d u r i n g  i n f e c t i o n  ( O ' G a r r a  e t  a 1  2 0 0 4 )  a n d  t h a t  t h i s  r e s p o n s e ,  w h i l e  m a n a g e a b l e  o f t e n  
c o m e s  w i t h  t h e  f o r f e i t  o f  a p p r o p r i a t e  i m m u n e  a c t i v a t i o n  r e s u l t i n g  i n  c h r o n i c  o r  
p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s  ( A c c a p a z z a t o  e t  a 1  2 0 0 4 ) .  T h i s  n e w  v a n t a g e  p o i n t  o f  i m m u n e  
r e g u l a t i o n  h a s  a l r e a d y  p r o v i d e d  i n s i g h t s  t o  t h e  m e c h a n i s m s  t h a t  d e f i n e  p e r s i s t e n c e  a n d  
c h r o n i c i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  h e p a t i t i s  C  v i r u s  ( H C V )  a n d  H I V  ( B o e t t l e r  e t  a 1  2 0 0 5 ,  
W e i s s  e t  a 1  2 0 0 4 ) .  W h i l e  i m m u n e  r e g u l a t i o n  i s  l i k e l y  t o  i d u e n c e  t h e  o u t c o m e  o f  a l l  
i n f e c t i o n s  w e  f e l t  t h a t  i t  m a y  b e  k e y  t o  t h e  h o s t ' s  i n a b i l i t y  t o  m o u n t  r e s p o n s e s  a g a i n s t  
c e r t a i n  p a t h o g e n s  t h a t  p e r s i s t  w i t h i n  t h e  h o s t .  O n e  s u c h  a n  o f f e n d i n g  o r g a n i s m  i s  
H P I V 3 .  W e  b e g a n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w i t h  a  c o m p r e h e n s i v e  l o o k  a t  t h e  i n n a t e  i m m u n e  
r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  t a l u n g  i n t o  a c c o u n t  t h e  k n o w n  f e a t u r e s  t h a t  f l a g  t h e  i n f l u e n c e  o f  
i m m u n e  r e g u l a t i o n .  B y  u s i n g  a  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  t o  g e n e r a t e  D C s ,  w e  c o m p a r e d  
t h e  r e s p o n s e s  o f  H P I V 3  i n f e c t i o n  t o  s t i m u l a t i o n  w i t h  a  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  
T N F a  a n d  t h e  w e l l - c h a r a c t e r i s e d  i n f l u e n z a  v i r u s  t h a t ,  u n d e r  n o r m a l  i m m u n e  
c o n d i t i o n s ,  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a c u t e  r a t h e r  t h a n  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s  ( C o x  a n d  
S u b b a r a o  1 9 9 9 ) .  T h e n  w e  s c r u t i n i s e d  t h e  f u n c t i o n a l  c a p a c i t y  o f  t h e s e  A P C s ,  i n  t e r m s  
o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  p o l a r i s a t i o n .  F r o m  o u r  r e s u l t s  w e  i d e n t i f i e d  t h a t  t h e  f a i l u r e  
t o  i n d u c e  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  b y  H P I V 3  i n f e c t e d  A P C  p o p u l a t i o n s  c o u l d  b e  r e s t o r e d  
b y  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  C D 3 +  T  c e l l  p o p u l a t i o n  f i - o m  a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e s .  W e  
a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s  i n a b i l i t y  t o  r e s p o n d  t o  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  D C  w a s  d u e  t o  
t h e  p r e s e n c e  o f  a  t h i r d  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s ,  w h i c h  w e r e  C D 3 -  C D 1 4 - ,  f i - o m  t h e  m i x e d  
l e u k o c y t e  r e a c t i o n  a n d  t h a t  t h i s  i n f l u e n c e  w a s  e x e r t e d  i n  a  c o n t a c t  d e p e n d e n t  m a n n e r .  
I n i t i a l l y ,  w e  d i s c o v e r e d  t h a t  H P I V 3  i n d u c e s  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  d i s t i n c t  D C  f i o m  
d i r e c t  i n f e c t i o n  o f  m o n o c y t e s .  T h e s e  D C s  a c q u i r e d  a  h i g h l y  a c t i v a t e d  p h e n o t y p e ,  
d i s p l a y i n g  u p r e g u l a t i o n  o f  c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r s ,  M H C  C l a s s  I 1  a n d  t h e  D C  
m a t u r a t i o n  m a r k e r ,  C D 8 3 ;  w h i c h  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  i t  h a d  a l l  t h e  a t t r i b u t e s  o f  a  
p r o f e s s i o n a l  A P C .  T h i s  c o n t r a d i c t s  a  p r e v i o u s  r e p o r t  b y  P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a l .  
w h i c h  s u g g e s t e d  n o  u p r e g u l a t i o n  o f  c o s t i r n u l a t o r y  m a r k e r s  a n d  M H C  C l a s s  I 1  f i - o m  
H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  ( P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  H o w e v e r ,  t h e s e  f i n d i n g s  
w e r e  n o t  a c c o m p a n i e d  b y  d a t a  ( i e :  d a t a  n o t  s h o w n )  m a k i n g  i t  d i f f i c u l t  t o  c o m m e n t  o n  
t h e  d i s c r e p a n c y  f o u n d  b e t w e e n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  a n d  t h o s e  r e p o r t e d  b y  P l o t n i c k y -  
G i l q u i n  e t  a l .  F u r t h e r m o r e ,  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  e x h i b i t e d  p h e n o t y p i c  s i m i l a r i t i e s  t o  
o t h e r  A P C s ,  s u c h  a s  t h e  I F N a  g e n e r a t e d  D C s  a n d  p l a s m a c y t o i d  D C s  ( M o h t y  e t  a 1  
2 0 0 3 ,  L u i  2 0 0 5 ) ,  c o n h g  t h e i r  p o s i t i o n  w i t h i n  t h e  D C  f a m i l y .  S i g n i f i c a n t  l e v e l s  o f  
I L - 1 0  a n d  I F N a  w e r e  a l s o  s e c r e t e d  f r o m  t h e s e  h i g h l y  p o t e n t  D C s  c o m p a r e d  t o  t h e  
i n f l u e n z a  i n f e c t e d ,  T N F a  t r e a t e d  o r  u n t r e a t e d  c e l l s .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  
p r e v i o u s  s t u d i e s ,  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  p o t e n t  I L - 1 0  s e c r e t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  
p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  ( S i e g  e t  a 1  1 9 9 6 ) .  A l s o ,  i t  h a s  b e e n  w e l l  
d o c u m e n t e d  t h a t  p a r a m y x o v i r u s e s  c a n  d o w n r e g u l a t e  t h e  I F N  r e s p o n s e ,  a s  a  m e a n s  o f  
e v a d i n g  i m m u n e  a b o l i t i o n  ( H e n g e l  e t  a 1  2 0 0 5 ,  G o t o h  e t  a 1  2 0 0 2 ) ,  t h e r e f o r e  w e  w e r e  
s u r p r i s e d  b y  t h e  e x t r e m e l y  h i g h  l e v e l s  o f  t y p e  I  I F N  p r o d u c e d  f k o m  H P I V 3  i n f e c t e d  
c e l l s .  H o w e v e r  i n  t h e  s t u d y  b y  Y o u n g  e t  a l ,  t h e y  d e m o n s t r a t e d  a n  i n h i b i t i o n  i n  I F N  
s i g n a l l i n g  f r o m  a  H P I V 3  i n f e c t e d  f i b r o b l a s t  c e l l  l i n e  ( Y o u n g  e t  a 1  2 0 0 0 ) ,  b u t  d i d  n o t  
i n v e s t i g a t e  i f  t h i s  I n h i b i t i o n  a f f e c t e d  a n t i v i r a l  p r o t e i n  p r o d u c t i o n  i n  t h e s e  c e l l s .  A l s o ,  
f i b r o b l a s t s  a r e  n o t  c o n s i d e r e d  i m m u n e  c e l l s ,  s o  p e r h a p s  t h e  v i r u s  i n d u c e s  d i v e r s e  
s t i m u l a t o r y  a f f e c t s  o n  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s .  
F r o m  t h e s e  i n n a t e  o b s e r v a t i o n s ,  i n c l u d i n g  t h e  s t r o n g  a c t i v a t i n g  n a t u r e  o f  H P I V 3  a n d  
i t s  p r o p e n s i t y  t o  i n d u c e  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I L - 1  0 ,  w e  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e  s o l u t i o n  t o  t h e  
r i d d l e  o f  p e r s i s t e n c e  a n d  t h e  f a i l u r e  t o  i n d u c e  m e m o r y  m a y  b e  d u e  t o  i m m u n e  
r e g u l a t i o n  o r  c o n t r o l  o f  o v e r  z e a l o u s  a c t i v a t i o n .  I n  o r d e r  t o  p r o v e  t h i s  w e  i n v e s t i g a t e d  
a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e  r e s p o n s e s  a n d  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  e a c h  o f  
t h e  m a t u r e d  D C s  a n d  T N F a  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  c e l l s .  W e  o b s e r v e d  s i g n i f i c a n t  
r e d u c t i o n  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  
i n f l u e n z a  i n f e c t e d ,  T N F a  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  I n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  d o c u m e n t e d  i n  s e v e r a l  r e p o r t s  ( S i e g  e t  a 1  
1 9 9 4 ,  P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0 1 ) ,  s o  t h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  p r e v i o u s  
f i n d i n g s .  H o w e v e r ,  w h e n  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  H P I V 3  
g e n e r a t e d  D C s ,  p r o l i f e r a t i o n  w a s  r e s t o r e d  i n  t h e  c o c u l t u r e ,  w h i c h  i n d u c e d  c o m p a r a b l e  
l e v e l s  o f  p r o l i f e r a t i o n  t o  t h o s e  o b s e r v e d  f i o m  t h e  o t h e r  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s .  T h i s  
r e s u l t  w a s  b a f f l i n g  b u t  w e  s p e c u l a t e d  t h a t  i t  m i g h t  b e  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  T  c e l l  
p o l a r i s a t i o n .  S i e g  e t  a l .  r e p o r t e d  t h a t  i n c r e a s e d  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  
P B M C s  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  T  c e l l  i n h i b i t i o n  a n d  v i r a l  p e r s i s t e n c e  ( S i e g  e t  a 1  1 9 9 6 ) ,  
s o  p e r h a p s  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I L - 1 0  w e r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  i n h i b i t i o n  i n  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  H o w e v e r  s i r m l a r  l e v e l s  o f  I L - 1 0  
a n d  I F N y  w e r e  s e c r e t e d  f i o m  b o t h  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  a n d  m i x e d  l e u k o c y t e  
p o p u l a t i o n s  t h a t  h a d  b e e n  c u l t u r e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  T h u s ,  t h i s  
& b i t i o n  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  r e l a t e d  t o  i n c r e a s e d  I L - 1 0  s e c r e t i o n .  
A s  I L - 2  i s  i m p e r a t i v e  f o r  T  c e l l  g r o w t h  a n d  p r o l i f e r a t i o n  ( G a f f e n  a n d  L i u  2 0 0 4 )  a n d  a  
l a c k  o f  I L - 2  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  T  c e l l  s u p p r e s s i o n  i n  s o m e  v i r u s  i n f e c t i o n s  
( A n d r e w s  e t  a 1  2 0 0 1 ,  F l a m a n d  e t  a 1  1 9 9 5 ) ,  w e  i n v e s t i g a t e d  I L - 2  s e c r e t i o n  f r o m  
H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  A  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  I L - 2  p r o d u c t i o n  w a s  
n o t i c e a b l e  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  s t i m u l a t e d  
c o c u l t u r e s .  H o w e v e r  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  r e s t o r e d  w h e n  e x o g e n o u s  I L - 2  w a s  
a d d e d  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  c u l t u r e  p e r i o d .  P a i a r d i n i  e t  a l .  d e m o n s t r a t e d  a  s i m i l a r  e f f e c t  
o n  l y m p h o c y t e s  f r o m  H I V  i n f e c t e d  i n d i v i d u a l s ,  w h e r e  a d d i t i o n  o f  I L - 2  c o r r e c t e d  
a b n o r m a l i t i e s  i n  t h e  c e l l  c y c l e  o f  H I V  i n f e c t e d  l y m p h o c y t e s  ( P a i a r d i n i  e t  a1 2 0 0 1 ) .  
T h u s ,  w e  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  i n h i b i t i o n  w a s  I L - 2  d e p e n d e n t .  N e x t  w e  i n v e s t i g a t e d  i f  
t h i s  T  c e l l  f i b i t i o n  f i o m  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  c o c u l t u r e d  w i t h  m i x e d  l e u k o c y t e s  
c o u l d  b e  d u e  t o  v i r u s  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  l y m p h o c y t e s .  V i r u s  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  
l y m p h o c y t e s  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  s e v e r a l  v i r u s e s ,  s u c h  a s  H I V  ( G o u g e o n  e t  a 1  1 9 9 6 ) ,  
h o w e v e r  s i m i l a r  n u m b e r s  o f  a p o p t o t i c  l y m p h o c y t e s  w e r e  o b s e r v e d  f i o m  b o t h  H P I V 3  
i n f e c t e d  a n d  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  r u l i n g  o u t  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  
a p o p t o s i s  i n  t h i s  T  c e l l  i n h i b i t i o n .  
T h u s ,  f k o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  w a s  h y p o t h e s i s e d  t h a t  T  c e l l  i n h i b i t i o n  f r o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  m a y  b e  d u e  t o  a  r e g u l a t o r y ,  t h i r d  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  t h a t  a r e  
C D 3 -  C D 1 4 - ,  e o m  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e s .  C o c u l t u r e  s t u d i e s  r e v e a l e d  t h a t  
r e c o n s t i t u t i o n  o f  t h e  a u t o l o g o u s  b u t  n o t  a l l o g e n e i c  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  r e s u l t e d  i n  
i n h i b i t i o n  o f  t h e  C D 3 +  T  c e l l  p o p u l a t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s .  T h e s e  
r e s u l t s  e m p h a s i s e  t h e  f a c t  t h a t  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  m u s t  e x i s t  b e t w e e n  t h i s  r e g u l a t o r y  
p o p u l a t i o n  a n d  i t s  c o g n a t e  T  c e l l  i n  o r d e r  t o  e x e r t  t h i s  s u p p r e s s i o n .  A g a i n ,  w e  n o t i c e d  
n o  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  I L - 1 0  s e c r e t i o n  f i o m  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  t h a t  h a d  
b e e n  c u l t u r e d  w i t h  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  
c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  s a m p l e s ,  r u l i n g  o u t  i t s  i n v o l v e m e n t  i n  s u p p r e s s i o n .  H o w e v e r ,  
o t h e r  m e c h a n i s m s  i n v o l v i n g  c e l l - c e l l  c o n t a c t  t h a t  a r e  i n d e p e n d e n t  o f  r e g u l a t o r y  
c y t o k i n e s  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  s t u d i e s  i n v o l v i n g  T  c e l l  s u p p r e s s i o n  ( K i n t e r  e t  a 1  
2 0 0 4 ,  B o e t t l e r  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  T o  e x p l o r e  t h i s  p o s s i b i l i t y  i n  o u r  s t u d y ,  t r a n s w e l l s  w e r e  
u s e d  t o  s e p a r a t e  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n s .  A  s t r i k i n g  r e s t o r a t i o n  i n  t h e  p r o l i f e r a t i v e  
c a p a c i t y  o f  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  f r o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e  w a s  
o b s e r v e d ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  f r o m  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e  
p o p u l a t i o n  a p p e a r  t o  m e d i a t e  t h i s  i n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  e v i d e n t  f i o m  
H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  t h r o u g h  c o n t a c t  d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s .  
I n t e r e s t i n g l y ,  a n o t h e r  r e l a t e d  v i r u s  R S V ,  a l s o  m e d i a t e d  i n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  t h r o u g h  a  d i r e c t  c e l l  c o n t a c t  m e c h a n i s m  i n v o l v i n g  c e l l s  e x p r e s s i n g  R S V  
F  p r o t e i n  t o  m i t o g e n  a c t i v a t e d  P B M C s  ( S c h l e n d e r  e t  a 1  2 0 0 2 ) .  T h u s  p e r h a p s  t h s  
c o n t a c t  m e d i a t e d  s u p p r e s s i o n  i s  a  c o m m o n  f e a t u r e  e m p l o y e d  b y  v i r u s e s  f r o m  t h e  
P a r a m y x o v i r i d a e  f a m i l y  t o  e n a b l e  v i r a l  p e r s i s t e n c e .  
I n  s u m m a t i o n ,  f r o m  t h i s  d a t a  w e  h a v e  i d e n t i f i e d  a n  a u t o l o g o u s ,  r e g u l a t o r y  C D 3 -  
C D  1 4 -  c e l l  p o p u l a t i o n  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c e l l s  t h a t  a p p e a r s  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  
t h e  T  c e l l  f i b i t i o n  o b s e r v e d  f i o m  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  t h a t  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  
m i x e d  l e u k o c y t e s .  T h i s  i d u b i t i o n  i s  m e d i a t e d  t h r o u g h  c o n t a c t  d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s  
b u t  s u p p r e s s i o n  c a n  b e  r e v e r s e d  b y  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  I L - 2 .  T h u s ,  o n e  c a n  
s p e c u l a t e  t h a t  t h e s e  r e g u l a t o r y  c e l l s  t h a t  s e e m  t o  s u p p r e s s  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  t o  
H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s ,  m a y  i n  f a c t  b e  l i m i t i n g  c o l l a t e r a l  d a m a g e  t o  a  h i g h l y  a c t i v a t e d  
D C  p o p u l a t i o n  t h a t  m a y  i n d u c e  u n r e s t r a i n e d ,  r o b u s t  T  c e l l  r e s p o n s e s  i n  v i v o .  
N K  C E L L  R E G U L A T I O N  O F  T  C E L L  R E S P O N S E S  
D U R I N G  H P I V 3  I N F E C T I O N S  
4 . 1  I N T R O D U C T I O N  
I t  i s  n o w  a b u n d a n t l y  c l e a r  t h a t  t h e r e  a r e  m u l t i p l e  p a t h w a y s  t o  c o n t r o l  o v e r  z e a l o u s  
i m m u n e  r e s p o n s e s .  T h e  c e l l s  i m p l i c a t e d  i n  r e g u l a t i n g  t h e s e  i m m u n e  r e s p o n s e s  o r  
p a t h w a y s ,  h a v e  b e e n  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  ( M i l l s  2 0 0 4 ) ,  o v e r l o o k i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
o t h e r  i m m u n e  c e l l s  m a y  b e  i n v o l v e d .  N K  c e l l s  a r e  i m p o r t a n t  e f f e c t o r s  i n  i n n a t e  
i m m u n i t y  ( H a m e r m a n  e t  a1 2 0 0 5 )  a n d  t h e  c r i t i c a l  r o l e  t h a t  t h e s e  c e l l s  p l a y  i n  a n t i v i r a l  
a n d  a n t i - t u m o u r  i m m u n i t y  h a s  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d  ( A r n o n  e t  a1 2 0 0 4 ,  W a l l a c e  a n d  
S m y t h  2 0 0 5 ) .  H o w e v e r ,  i n  t h e  g r a n d e r  s c h e m e  o f  r e g u l a t i o n ,  t h e s e  c e l l s  h a v e  b e e n  
l a r g e l y  i g n o r e d .  
T h i s  i s  p u z z l i n g ,  c o n s i d e r i n g  m a n y  s t u d i e s  o f  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  h a v e  r e v e a l e d  a  
r e g u l a t o r y  r o l e  o f  N K  c e l l s  i n  c o n t r o l l i n g  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  ( P a z m a n y  2 0 0 5 ) .  
O b s e r v a t i o n s  o f  d e c r e a s e d  N K  c e l l  a c t i v i t y  o r  c y t o t o x i c i t y  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  
s e v e r a l  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s ,  s u c h  a s  m u l t i p l e  s c l e r o s i s  ( M S )  ( K a s t r u k o f f  e t  a1 2 0 0 3 )  
a n d  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  ( R A )  ( C o m b e  e t  a1 1 9 8 4 ) ,  i m p l i c a t i n g  a n  e s s e n t i a l  r o l e  f o r  
t h e s e  c e l l s  i n  d i s e a s e  a b o l i t i o n .  T h e  m o s t  c o n v i n c i n g  d a t a ,  h k i n g  a  r e g u l a t o r y  r o l e  t o  
N K  c e l l s  i n  a u t o i m m u n i t y ,  c a m e  f i o m  a  s t u d y  i n v e s t i g a t i n g  e x p e r i m e n t a l  a u t o i m m u n e  
e n c e p h a l o m y e l i t i s  ( E A E ) ,  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  t h a t  N K  c e l l s  d e r i v e d  f i o m  t h e  b o n e  
m a r r o w  o f  r a t s  c o u l d  i n h i b i t  s y n g e n i c  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  s e l f -  
a n t i g e n ,  m y e l i n  b a s i c  p r o t e i n ,  a s  w e l l  a s  t o  c o n c a n a v a l i n  A  ( p o t e n t  m i t o g e n )  
s t i m u l a t e d  T  c e l l s  ( S m e l t z  e t  a1 1 9 9 9 ) .  I n  v i v o  d e p l e t i o n  s t u d i e s  h a v e  a l s o  r e v e a l e d  
t h a t  N K  c e l l s  c a n  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e  T  c e l l  r e s p o n s e s  d u r i n g  v i r u s  i n f e c t i o n s  ( S u  e t  a 1  
2 0 0 1 ) .  T h i s  r e p o r t  d e m o n s t r a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  C D 4  a n d  C D 8  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  
I F N y  e x p r e s s i o n ,  d u r i n g  m u r i n e  c y t o m e g a l o v i r u s  ( M C M V )  i n f e c t i o n ,  w h e n  N K  c e l l s  
h a d  b e e n  d e p l e t e d  ( S u  e t  a1 2 0 0 1 ) .  M o r e o v e r ,  a c t i v a t e d  N K  c e l l s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  
e x p r e s s  c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  a n d  u p r e g u l a t e  M H C  c l a s s  I 1  m o l e c u l e s  t h a t  c a n  
r e g u l a t e  T  c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  f b n c t i o n  ( Z i n g o n i  e t  a1 2 0 0 5 ,  H a n n a  e t  a1 2 0 0 4 ) .  O n e  
s u c h  m a r k e r  i s  t h e  O X 4 0  l i g a n d ,  w h i c h  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  e x p r e s s e d  o n  a c t i v a t e d  
N K  c e l l s  a n d  c a n  b i n d  t o  O X 4 0  o n  T  c e l l s ,  t h e r e b y  e n h a n c i n g  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  o f  a u t o l o g o u s  C D 4 +  T  c e l l s  i n  a  c e l l  c o n t a c t  d e p e n d e n t  m a n n e r  
( Z i n g o n i  e t  a 1  2 0 0 4 ) .  T h e  r o l e  o f  N K  c e l l s  i n  d o w n r e g u l a t i n g  T  c e l l  r e s p o n s e s  h a s  a l s o  
b e e n  o b s e r v e d .  T r i v e d i  e t  a1 f o u n d  t h a t  N K  c e l l s  c o u l d  i r h b i t  p r o l i f e r a t i o n  o f  
p o l y c l o n a l l y  a c t i v a t e d  s y n g e n i c  T  c e l l s ,  t h r o u g h  u p r e g u l a t i o n  o f  t h e  c e l l  c y c l e  
i n h i b i t o r ,  p 2 1 ,  r e s u l t i n g  i n  a  G O I G 1  c e l l  c y c l e  a r r e s t .  T h i s  i n h i b i t i o n  w a s  c o n t a c t  
d e p e n d e n t ,  r e v e r s i b l e  a n d  n o n - a n t i g e n  s p e c i f i c  ( T r i v e d i  e t  a1 2 0 0 5 ) .  T h u s ,  t h i s  
p r e c o n c e i v e d  i d e a  t h a t  N K  c e l l  r e g u l a t i o n  o n l y  i n v o l v e s  c y t o t o x i c  m e a s u r e s  i s  n o w  
b e i n g  r e p l a c e d ,  a s  n e w  m e c h a n i s m s  a r e  e m e r g i n g  f o r  N K  r e g u l a t i o n .  
I n c r e a s i n g  e v i d e n c e  i s  a l s o  e m e r g i n g  t h a t  N K  c e l l s  a r e  a l s o  d i r e c t l y  i n v o l v e d  i n  D C  
m a t u r a t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  ( D e g l i - E s p o s t i  a n d  S m y t h  2 0 0 5 ,  Z h a n g  e t  a1 2 0 0 6 ) .  T h i s  
a c t i v a t i o n  a p p e a r s  t o  b e  r e c i p r o c a l ,  i n v o l v i n g  b o t h  c e l l - c e l l  c o n t a c t  d e p e n d e n t  
m e c h a n i s m s  a n d  c y t o k i n e  s e c r e t i o n  ( H a m e r m a n  e t  a1 2 0 0 5 ,  W a l z e r  e t  a 1  2 0 0 5 ) .  
P i c c i o l i  e t  a1 s h o w e d  t h a t  a c t i v a t e d  N K  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  a u t o l o g o u s  i m m a t u r e  
m o n o c y t e  d e r i v e d  D C s ,  a t  l o w  N K : D C  r a t i o s ,  i n d u c e d  D C  m a t u r a t i o n ,  w h i c h  w a s  
m e d i a t e d  b y  s o l u b l e  f a c t o r s  s u c h  a s  T N F a  a n d  I F N y ,  i n  a d d i t i o n  t o  c e l l - c e l l  c o n t a c t .  
H o w e v e r ,  a t  h i g h  N K : D C  r a t i o s ,  N K  m e d i a t e d  c y t o t o x i c i t y  o f  i m m a t u r e  D C s  e n s u e d  
( P i c c i o l i  e t  a1 2 0 0 2 ) .  F u r t h e r m o r e ,  a n o t h e r  r e p o r t  f o u n d  t h a t  a  s m a l l  N K  c e l l  s u b s e t  i n  
l y m p h  n o d e s ,  e x p r e s s i n g  C D 9 4 N K G 2 A  r e c e p t o r s ,  b u t  n o t  k i l l e r  I g - l i k e  r e c e p t o r s  
( K I R s )  w a s  c a p a b l e  o f  k i l l i n g  n o t  o n l y  i m m a t u r e  D C s  b u t  m a t u r e  D C s ,  t o  p r e v e n t  
o v e r a c t i v a t i o n  o f  D C s  ( D e l l a  C h i e s a  e t  a1 2 0 0 3 ) .  O t h e r  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  
a b i l i t y  o f  m a t u r e  D C s ,  s t i m u l a t e d  b y  v i r u s e s  a n d  m i c r o b i a l  c o m p o u n d s ,  t o  a c t i v a t e  
N K  c e l l s  a n d  t h e i r  c y t o t o x i c  a n d  e f f e c t o r  f u n c t i o n s  ( G e r o s a  e t  a 1  2 0 0 5 ,  R o m a g n a n i  e t  
a1 2 0 0 5 ,  A n d o n i o u  e t  a1 2 0 0 5 ) .  A g a i n ,  t h i s  a c t i v a t i o n  w a s  o b s e r v e d  t h r o u g h  s e c r e t i o n  
o f  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I L - 1 2  a n d  t y p e  I  I F N s  a n d  a l s o  c e l l - c e l l  c o n t a c t  ( G e r o s a  e t  a 1  
2 0 0 5 ) .  T h e s e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  N K  c e l l s  a n d  D C s  c a n  g r e a t l y  i n f l u e n c e  a d a p t i v e  
i m m u n i t y ,  t h e r e b y  s h a p i n g  t h e  o v e r a l l  i m m u n e  r e s p o n s e .  
P r e v i o u s  s t u d i e s  u n d e r t a k e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  s p i t e  o f  s t r o n g  i n n a t e  i m m u n e  
a c t i v a t i o n ,  h u m a n  m i x e d  l e u k o c y t e s  f a i l e d  t o  p r o l i f e r a t e  t o  H P I V 3  i n f e c t e d  D C s .  
H o w e v e r ,  p u r i f i e d  h u m a n  C D 3 +  T  c e l l s  w e r e  c a p a b l e  o f  e x p a n d i n g  t o  t h e s e  a n t i g e n  
p r e s e n t i n g  c e l l s .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a u t o l o g u s  b u t  n o t  
a l l o g e n e i c  h u m a n  C D 1 4 - C D 3 -  c e l l  p o p u l a t i o n  i n  t h e  M L R  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  
c o n t r o l  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  r e g u l a t o r y  T  
c e l l s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h i s  T  c e l l  i n h i b i t i o n ,  a s  t h i s  p o p u l a t i o n  
e x p r e s s e s  t h e  s u r f a c e  m a r k e r ,  C D 3 .  A s  N K  c e l l s  d i s p l a y  m a n y  r e g u l a t o r y  r o l e s  i n  
a d a p t i v e  i m m u n i t y  a n d  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  v i r u s  i n f e c t i o n s  ( S u  e t  a1 2 0 0 1 ,  T r i v e d i  
e t  a 1  2 0 0 5 ) ,  t h e y  a p p e a r e d  t o  b e  a  s t r o n g  c a n d i d a t e ,  w h i c h  m a y  c o n t r i b u t e  t o  t h i s  T  
c e l l  s u p p r e s s i o n .  T h e r e f o r e ,  t h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  i f  N K  c e l l s  p l a y e d  
a  r o l e  i n  t h e  T  c e l l  i n h i b i t i o n  o b s e r v e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  a n d  t o  
i d e n t i f l  a n d  p o s s i b l y  e l i m i n a t e  o t h e r  p o p u l a t i o n s  t h a t  m a y  b e  i n v o l v e d .  H e n c e ,  f i r s t l y  
t h e  e x p r e s s i o n  o f  d i f f e r e n t  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  f i o m  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  w a s  
s c r u t i n i s e d ,  t o  i d e n t i f y  t h e  m o s t  a b u n d a n t  c e l l  t y p e s  p r e s e n t  i n  t h i s  p o p u l a t i o n .  U s i n g  
t h i s  i n f o r m a t i o n ,  w e  t h e n  r e c o n s t . i t u t e d  s e l e c t  c e l l  p o p u l a t i o n s ,  i d e n t i f i e d  f i o m  t h e  
C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s ,  t o  H P I V 3  i n f e c t e d  D C / C D 3 +  T  c e l l  c u l t u r e s ,  i n  o r d e r  t o  s e e  i f  t h e y  
r e s t o r e d  t h i s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  T  c e l l  e x p a n s i o n .  L a s t l y ,  t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  
t h a t  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  i n d u c i n g  T  c e l l  s u p p r e s s i o n  w e r e  i n v e s t i g a t e d ,  t o  g e n e r a t e  
a  t h o r o u g h  p i c t u r e .  I t  w a s  h o p e d  t h a t  t h i s  s t u d y  c o u l d  p r o v i d e  u s  w i t h  a  b e t t e r  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  a n d  b y  f o c u s i n g  o n  t h e  c r u c i a l  
i m p o r t a n c e  o f  i m m u n o r e g u l a t o r y  c e l l s  i n  d i r e c t i n g  o v e r a l l  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  v i r u s  
i n f e c t i o n s ,  s o m e  l i g h t  m a y  b e  s h e d  o n  t h e  l a c k  o f  m e m o r y  T  c e l l  r e s p o n s e s  a s s o c i a t e d  
w i t h  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  
4 . 2  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
T a b l e  4 . 2 . 1  L i s t s  a d d i t i o n a l  r e a g e n t s  t o  t a b l e s  2 . 2 . 1 1 3 . 2 . 1  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  
T a b l e  4 . 2 . 2  L i s t s  a d d i t i o n a l  e q u i p m e n t  t o  t a b l e s  2 . 2 . 2 1 3 . 2 . 2  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  
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G E  H e a l t h c a r e  U K  L t d . ,  
B u c k i n g h a m s h i r e ,  U K  
pp 
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4 . 2 . 1  C e l l  i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  
H u m a n  P B M C s  w e r e  o b t a i n e d  f i o m  b u m  c o a t s  o f  h e a l t h y  d o n o r s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  2 . 2 . 1 .  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l s  w e r e  p u r i f i e d  f i o m  P B M C s  b y  
p o s i t i v e  s e l e c t i o n  o n  a  M A C S  c o l u m n  w i t h  a n t i - C D  1 4  a n d  a n t i - C D 3  m i c r o b e a d s  
( r e f e r  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 6 ) ,  r e s p e c t i v e l y  a n d  p u r i t y  w a s  > 9 0 %  f o r  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  
> 9 5 %  f o r  C D 3 +  T  c e l l s  a s  a s s e s s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  T h e  C D 1 4 - C D 3 -  p o p u l a t i o n  
w a s  o b t a i n e d  b y  d e p l e t i n g  t h e  C D 1 4 -  f i a c t i o n  o f  C D 3 +  T  c e l l s .  C o n t a m i n a t i n g  
C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l s  w a s  < 2 %  o f  t h e  C D 1 4 - C D 3 -  p o p u l a t i o n  a f t e r  
p u r i f i c a t i o n  ( s e e  a p p e n d i x  1  C ) .  C D 1 9 +  B  c e l l s  w e r e  p u r i f i e d  f i o m  P B M C s  b y  p o s i t i v e  
s e l e c t i o n  o n  a  M A C S  c o l u m n  w i t h  a n t i - C D l 9  r n i c r o b e a d s  ( > 9 0 %  p u r i t y ) .  C D 5 6 +  
C D 3 -  C D 1 4 -  N K  c e l l s  w e r e  o b t a i n e d  f i o m  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  b y  p o s i t i v e  
s e l e c t i o n  w i t h  a n t i - C D 5 6  r n i c r o b e a d s .  R o u t i n e l y ,  p u r i t y  w a s  > 9 0 %  f o r  C D 5 6 +  N K  
c e l l s .  N K  c e l l  d e p l e t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  C D 1 4 -  c e l l  f i a c t i o n  ( M L R )  u s i n g  t h e  
N K  C e l l  I s o l a t i o n  K i t  I 1  ( M i l t e n y i  B i o t e c ) .  F o l l o w i n g  p o s i t i v e  s e l e c t i o n  o f  t h e  n o n -  
N K  c e l l  p o p u l a t i o n ,  c o n t a m i n a t i n g  N K  c e l l s  w e r e  I  2 %  o n  t h i s  N K  c e l l  d e p l e t e d  
f i a c t i o n  ( a p p e n d i x  1  D ) .  
4 . 2 . 2  V i r u s  s t o c k s  a n d  i n f e c t i o n s  
C D 1 4 +  m o n o c y t e s  w e r e  c u l t u r e d  i n  c o m p l e t e  R P M I  o n  a  2 4  w e l l  p l a t e  a n d  w e r e  
s u b s e q u e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  a t  a  T c I D ~ o l m l  o f  6  o r  i n f l u e n z a  v i r u s  a t  a  
T C I D S o / m l  o f  7  f o r  2 h  a t  3 7 " C ,  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 6 . 1 .  I n  l a t e r  
e x p e r i m e n t s ,  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w e r e  a l s o  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  a t  a  T C I D S o / m l  o f  6  
f o r  2 h  a t  3 7 ° C .  C e l l s  w e r e  w a s h e d  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  t o  r e m o v e  e x c e s s  v i r u s  a n d  
c u l t u r e d  f o r  a  M h e r  2 4 h  o r  4 8 h .  
4 . 2 . 3  F l o w  c y t o m e t r y  
4 . 2 . 3 . 1  C e l l  s u r f a c e  s t a i n i n g  
S t a i n i n g  o f  c e l l s  f o r  f l o w  c y t o m e t r y  w a s  p e r f o r m e d  i n  a c c o r d a n c e  t o  t h e  p r o t o c o l  i n  
s e c t i o n  2 . 2 . 5 .  A d d i t i o n a l  A b s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  a l o n g  w i t h  A b s  f i o m  t a b l e  2 . 2 . 1  
( c h a p t e r  2 )  f o r  f l o w  c y t o m e t r i c  s t a i n i n g  a r e  s u m m a r i s e d  b e l o w  i n  t a b l e  4 . 2 . 3 .  
T a b l e  4 . 2 . 3  L i s t s  a d d i t i o n a l  h u m a n  c e l l s  s u r f a c e  m A b s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  
4 . 2 . 3 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  
B a c k g r o u n d  
T h e  c e l l  c y c l e  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  f o u r  p h a s e s  i n  p r o l i f e r a t i n g  c e l l s .  T h e  G 1  ( g a p  1 )  
p h a s e  i s  w h e r e  t h e  c e l l s  a r e  g r o w i n g  a n d  p r o l i f e r a t i n g .  T h e n  t h e y  e n t e r  t h e  S  
( s y n t h e s i s )  p h a s e ,  w h e r e  D N A  r e p l i c a t i o n  o c c u r s ,  w h i c h  i s  f o l l o w e d  b y  a  s e c o n d  G 2  
p h a s e  d u r i n g  w h i c h  g r o w t h  a n d  p r e p a r a t i o n  f o r  c e l l  d i v i s i o n  o r  m i t o s i s  o c c u r s .  L a s t l y ,  
m i t o s i s  a n d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t w o  d a u g h t e r  c e l l s  o c c u r  i n  t h e  M  ( m i t o s i s )  p h a s e .  A l s o ,  
t h e r e  i s  a n o t h e r  p h a s e  t h a t  s o m e  c e l l s  m a y  e n t e r  i f  t h e  a p p r o p r i a t e  s i g n a l s  a r e  n o t  
p r e s e n t ,  k n o w n  a s  t h e  GO p h a s e ,  w h i c h  i s  a  q u i e s c e n t ,  n o n p r o l i f e r a t i v e  s t a g e  
( h t t p : / / u s e r s . r c n .  c o m l j k i m b a l l . m a . u l t r a n e t / B i o l o g y P a g e s / C / C e l l C y c l e .  h t m l )  .  
P r o p i d i u m  i o d i d e  ( P I )  i s  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  d y e  f o r  c e l l  c y c l e  a n a l y s i s .  I t  b i n d s  
t o  d s D N A  b y  i n t e r c a l a t i n g  b e t w e e n  t h e  b a s e s  a n d  c a n  b e  e x c i t e d  a t  4 8 8 n m  b y  t h e  
a r g o n  l a s e r  o f t h e  f l o w  c y t o m e t e r .  A s  P I  c a n  a l s o  b i n d  t o  d s R N A ,  i t  i s  e s s e n t i a l  t o  t r e a t  
c e l l s  w i t h  R N a s e  f o r  o p t i m a l  D N A  r e s o l u t i o n .  P I  f l u o r e s c e n c e  i s  u s u a l l y  d e t e c t e d  b y  
t h e  F L 2  c h a n n e l  o f  t h e  f l o w  c y t o m e t e r  
( h p .  T h e  d i f f e r e n t  
p h a s e s  o f  t h e  c e l l  c y c l e  c a n  b e  o b s e r v e d  f i o m  P I  s t a i n i n g  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  4 . 2 . 1 .  
r  
P r o p i d i u m  I o d i d e  
F i g u r e  4 . 2 . 1  I l l u s t r a t e s  t h e  d i f f e r e n t  p h a s e s  o f  t h e  c e l l  c y c l e .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  p h a s e :  
M l = G l  p h a s e ,  M 2 = S / M  p h a s e  a n d  M 3 = G 2  p h a s e ,  i s  r e p r e s e n t e d  i n  t h e  h i s t o g r a m .  
C e l l s  ( ~ 1 x 1 0 ~  c e l l s )  w e r e  h a r v e s t e d  f o l l o w i n g  t h r e e  d a y  i n c u b a t i o n s  a n d  w a s h e d  w i t h  
i c e - c o l d  P B S .  T h e y  w e r e  c e n t r i f i g e d  a t  8 0 0 g  f o r  5 m i n s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  l m l  P B S  
c o n t a i n i n g  0 . 1  % B S A .  C e l l s  w e r e  f i x e d  w i t h  3 m l  o f  i c e - c o l d  a b s o l u t e  e t h a n o l ,  
v o r t e x e d  a n d  e i t h e r  i n c u b a t e d  f o r  l h  a t  4OC o r  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  f o r  s e v e r a l  w e e k s  p r i o r  
t o  s t a i n i n g .  T h e n ,  c e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h  - 3 m l  i c e - c o l d  P B S  a n d  c e n t r i f i g e d  a g a i n  a t  
8 0 0 g  f o r  5 m i n s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  l m l  o f  p r o p i d i u m  i o d i d e  s t a i n i n g  s o l u t i o n  
( s t a i n i n g  s o l u t i o n  =  P I  ( 4 0 p g l m l )  +  R N a s e  A  ( 1 0 0 p g / m l )  i n  P B S ) .  C e l l s  w e r e  
i n c u b a t e d  a t  37OC ( w a t e r  b a t h )  i n  t h e  d a r k  f o r  3 0 m i n s  a n d  t h e n  a n a l y s e d  b y  f l o w  
c y t o m e t r y  ( h t t p : / / w w w . m o l b i o  . p r i n c e t o n .  e d u / f a c i l i t y / f l o w c y t / C y c l e l  .  h t m l ) .  
4 . 2 . 4  C o c u l t u r e  a s s a y s  
C o c u l t u r e s  o f  u n s t i m u l a t e d  C D 1 4 +  m o n o c y t e s ,  T N F a  t r e a t e d  o r  v i r u s  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s  a n d  a l l o g e n e i c  C D 3 +  T  c e l l s  o r  m i x e d  l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R :  C D 1 4 -  
p o p u l a t i o n )  w e r e  p e r f o r m e d  a t  1  :  1  0  r a t i o s  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s  ( r e f e r  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 1  0 ) .  
I n  s o m e  e x p e r i m e n t s ,  C D 1 9 +  B  c e l l s  o r  C D 5 6 +  N K  c e l l s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  c o c u l t u r e s  
a b o v e  i n  k e e p i n g  w i t h  t h e  s a m e  r a t i o .  L a t e r  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  N K  d e p l e t e d  
m i x e d  l e u k o c y t e s  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d  a t  t h e  r a t i o  a b o v e .  C e l l s  w e r e  e i t h e r  c u l t u r e d  
o n  9 6  w e l l ,  2 4  w e l l  o r  6  w e l l  p l a t e s  f o r  i n d i c a t e d  t i m e  p o i n t s .  
4 . 2 . 5  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
T a b l e  4 . 2 . 3  L i s t s  t h e  b u f f e r s  u s e d  i n  w e s t e r n  b l o t t i n g .  
-  4 g S D B , O . O 4 g B m m o p h e n o l b l u e  
-  2 0 m l  G l y c e r o l ,  2 4 m l 0 . 2 5 M  T r i s - H C 1  
-  2 m l  & m e r c a p t o e # w ~ t a I  
B a c k g r o u n d  
W e s t e r n  b l o t t i n g  o r  i m m u n o b l o t t i n g  i s  a  m e t h o d  u s e d  t o  d e t e c t  s p e c i f i c  p r o t e i n s  i n  a  
c e l l  l y s a t e .  F i r s t l y ,  c e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  t h e  c e l l s  u s i n g  a  c e l l  e x t r a c t i o n  
b u f f e r  a n d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  q u a n t i f i e d .  S a m p l e s  a r e  b o i l e d  i n  a  s a m p l e  b u f f e r  
s o l u t i o n ,  c o n t a i n i n g  d y e ,  a  s u l f u r o u s  c o m p o u n d  -  t y p i c a l l y  b e t a - m e r c a p t o e t h a n o l ,  a  
d e t e r g e n t  k n o w n  a s  s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  o r  S D S  a n d  g l y c e r o l .  T h i s  b o i l i n g  
d e n a t u r e s  t h e  p r o t e i n s  c o m p l e t e l y .  T h e  p r o t e i n  s a m p l e  i s  t h e n  r u n  o n  a  p o l y a c r y l a m i d e  
g e l  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E  [ p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ] )  a n d  t h e  
p r o t e i n s  a r e  s e p a r a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  p r o t e i n s  a r e  
t r a n s f e r r e d  t o  a  s t a b l e  s u p p o r t  s u c h  a s  a  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  a n d  s p e c i f i c  p r o t e i n s  
a r e  d e t e c t e d  b y  p r i m a r y  a n t i b o d i e s  ( m A b s )  t h a t  b i n d  t o  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  p r o t e i n  o n  
t h e  m e m b r a n e .  T o  d e t e c t  t h e  p r i m a r y  a n t i b o d y ,  a  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  d i r e c t e d  a t  t h e  
s p e c i e s  s p e c i f i c  p o r t i o n  o f  t h e  p r i m a r y  a n t i b o d y  i s  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  p r o t e i n  
m e r n b r a n e . T h i s  a n t i b o d y  i s  c o m m o n l y ,  a  h o r s r a d i s h  p e r o x i d a s e - l i n k e d  s e c o n d a r y  A b ,  
w h i c h  i s  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  c h e m i l u m i n e s c e n t  a g e n t ,  w h i c h  r e a c t  t o g e t h e r  
f o r m i n g  a  p r o d u c t  t h a t  p r o d u c e s  l u m i n e s c e n c e  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  a m o u n t  o f  
p r o t e i n .  A  s e n s i t i v e  s h e e t  o f  p h o t o g r a p h i c  f i l m  i s  p l a c e d  a g a i n s t  t h e  m e m b r a n e ,  a n d  
e x p o s u r e  t o  t h e  l i g h t  f r o m  t h e  r e a c t i o n  c r e a t e s  a n  i m a g e  o f  t h e  a n t i b o d i e s  b o u n d  t o  t h e  
b l o t  ( J a n e w a y  e t  a l 2 0 0 5 ) .  
4 . 2 . 5 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  c e l l  l y s a t e s  
C e l l s  ( - 5 . 5 ~ 1 0 ~  c e l l s )  w e r e  h a r v e s t e d  f r o m  6  w e l l  p l a t e s  f o l l o w i n g  t w o  d a y  c u l t u r e s .  
C e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h  i c e - c o l d  P B S ,  c e n t r i f u g e d  a t  8 0 0 g  f o r  5 m i n s  a n d  t h e n  l y s e d  i n  
1 0 0 ~ 1  o f  c e l l  e x t r a c t i o n  b u f f e r  ( B i o s o u r c e ) ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  p h e n y l m e t h y l s u l f o n y l  
f l u o r i d e  ( P M S F )  a n d  p r o t e a s e  c o c k t a i l  m h i b i t o r .  C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  
3 0 m i n s  i n  t h e  c e l l  e x t r a c t i o n  b u f f e r ,  w i t h  v o r t e x i n g  a t  1  O m i n  i n t e r v a l s  a n d  t h e n  
c e n t r i h g e d  a t  1 3 0 0 0 r p m  f o r  1  O m i n s  a t  4OC. T h e  c l e a r  l y s a t e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  f r e s h  
t u b e s  a n d  a l i q u o t e d  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0 ° C  ( w w w . b i o s o u r c e . c o m ) .  
4 . 2 . 5 . 2  P r o t e i n  q u a n t i f i c a t i o n  
T h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e s  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  t h e  b i c i n c h o n i n i c  a c i d  
p r o t e i n  ( B C A )  a s s a y  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s  ( P i e r c e ) .  B r i e f l y ,  
B S A  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g  s a m p l e s  1  : 2  i n  d H 2 0 :  
0 .  O m g l m l  
0 . 1 2 5 m g l m l  
0 . 2 5 m g l m l  
0 . 5 m g l m l  
1  .  O m g l m l  
2 . O m g l m l  
A  9 6  w e l l  p l a t e  w a s  l o a d e d  a s  f o l l o w s :  
1 0 u l  o f  e a c h  p r o t e i n  l y s a t e  s a m p l e  
1 0 u l  o f  e a c h  B S A  s t a n d a r d  
1 0 u l  o f  l y s i s  b u f f e r  ( c e l l  e x t r a c t i o n )  
A l l  o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  a d d e d  t o  s e p a r a t e  w e l l s  i n  t r i p l i c a t e  a n d  2 0 0 u l  B C A  r e a g e n t  
( 5 0 :  1  d i l u t i o n  o f  B C A  r e a g e n t s  A :  B )  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  T h e  9 6  w e l l  p l a t e  w a s  
i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  3 0 m i n s  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  5 6 0 n m .  
T h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n k n o w n  s a m p l e s  w a s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  s t a n d a r d  
c u r v e  g e n e r a t e d ,  m u c h  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  t h a t  o f  a  s a n d w i c h  E L I S A  ( 2 . 2 . 9 . 2 ) .  
4 . 2 . 5 . 3  S D S - P A G E  
8 0 p g  o f  p r o t e i n  ( c e l l  l y s a t e )  w a s  a d d e d  t o  s a m p l e  s o l u b i l i s a t i o n  b u f f e r  ( S S B )  a n d  
b o i l e d  a t  95OC f o r  7 m i n s  ( t o t a l  v o l u m e  =  2 0 - 2 5 ~ 1 ) .  A  1 0 %  r e s o l v i n g  g e l  w a s  p r e p a r e d  
a s  f o l l o w s :  
2 . 9 r n l  l o w e r  t r i s  b u f f e r  
3 . 5 m l  a c y l  ( p o l y a c r y l a m i d e )  s t o c k  
6 . 6 m l  d H 2 0  
1  1 6 . 5 ~ 1 1 0 %  S D S  ( m a d e  i n  d H 2 0 )  
5 8 . 4 ~ 1  a m m o n i u m  p e r s u l f a t e  ( A P )  ( m a d e  i n  d H 2 0 )  
1 7 . 5 p l t e m e d  
( e n o u g h  f o r  t w o  g e l s )  
A  5 %  s t a c k i n g  g e l  w a s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  
2 r n l  u p p e r  t r i s  b u f f e r  
l m l a c y l s t o c k  
5 m l  d H 2 0  
8 0 p 1 1 0 % S D S  ( m a d e i n d H 2 0 )  
401-11 a m m o n i u m  p e r s u l f a t  e  
1 2 p l t e m e d  
S a m p l e s  w e r e  l o a d e d  o n t o  w e l l s  i n  t h e  s t a c k i n g  g e l  a n d  t h e  g e l  w a s  r u n  a t  1 5 0 V ,  
9 0 m A  a n d  1 5 0 W  f o r  a p p r o x i m a t e l y  2 h .  A  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  w a s  a l s o  r u n  
a l o n g s i d e  t h e  s a m p l e s  o n  t h e  g e l  t o  d e t e r m i n e  p r o t e i n  s i z e s .  
4 . 2 . 5 . 4  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  
F o l l o w i n g  S D S - P A G E  t h e  g e l  w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t w o  f l t e r s ,  w i t h  a  n i t o c e l l u l o s e  
m e m b r a n e  ( 7  X  9 c m )  o n  t o p  o f t h e  g e l ,  f o l l o w e d  b y  a n o t h e r  t w o  f i l t e r s  o n  t o p  o f  t h e  
m e m b r a n e ,  i n  a  s e m i - d r y  e l e c t r o b l o t t i n g  c a s s e t t e .  T h e  f i l t e r s  a n d  m e m b r a n e  w e r e  
p r e s o a k e d  i n  s e m i - d r y  t r a n s f e r  b u f f e r  p r i o r  t o  u s e .  B u b b l e s  w e r e  e x p e l l e d  f i o m  t h e  g e l  
b y  g e n t l e  r o l l i n g  o v e r  t h e  f i l t e r  m a t s  w i t h  a  p i p e t t e .  T h e  c a s s e t t e  w a s  r u n  a t  8 0 V ,  
4 0 0 m A  a n d  1 5 0 W  f o r  4 5 m i n s .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  r e m o v e d  f i - o m  t h e  g e l  a n d  
f i l t e r  m a t s  a n d  p l a c e d  i n  - 1 0 m l  P o n c e a u  S  s t a i n i n g  s o l u t i o n  t o  v e r i f y  t h e  e f f i c i e n c y  
a n d  c o n s i s t e n c y  o f  p r o t e i n  l o a d i n g  a n d  t r a n s f e r .  F i g u r e  4 . 2 . 2  i l l u s t r a t e s  t h e  t y p i c a l  
P o n c e a u  s t a i n i n g  o b s e r v e d  f i o m  o u r  c e l l s .  
F i g u r e  4 . 2 . 2  I l l u s t r a t e s  a  t y p i c a l  P o n c e a u  S  s t a i n .  P o n c e a u  s t a i n s  a l l  p r o t e i n s  o n  t h e  m e m b r a n e  
( f i - o m  g e l ) .  L a n e  1  s h o w s  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ,  w h i l e  t h e  o t h e r  f i v e  l a n e s  ( 2 - 6 )  c o n t a i n  p r o t e i n  
s a m p l e s .  H i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s  r e s i d e  a s  t h i c k e r  b a n d s  a t  t h e  t o p  o f  t h e  m e m b r a n e ,  w h i l e  
s m a l l e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s  a r e  v i s i b l e  a s  t h i n n e r  b a n d s  n e a r  t h e  e n d  o f  t h e  m e m b r a n e .  
T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  b l o c k e d  f o r  l h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  ( o n  r o c k e r  a t  0 . 2 r p m )  
u s i n g  5 %  m a r v e l  ( m a d e  i n  w a s h i n g  b u f f e r ) .  T h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  t w i c e  a t  
1  5 m i n  i n t e r v a l s  i n  w a s h m g  b u f f e r  ( s h a k e r  a t  0 . 1  r p m ) .  P r i m a r y  a n t i b o d y  ( d i l u t e d  i n  5 %  
m a r v e l )  w a s  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  w i t h  t h e  m e m b r a n e  a t  4OC ( r o c k e r  a t  0 . 2 r p m ) .  T h e  
f o l l o w i n g  d a y ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  l e f t  a t  R T  f o r  3 0 m i n s ,  b e f o r e  r e p e a t i n g  t h e  w a s h  
s t e p  a b o v e .  T h e  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  ( d i l u t e d  i n  5 %  m a r v e l )  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  
m e m b r a n e  a n d  i n c u b a t e d  f o r  a  f h - t h e r  2 h  a t  R T  ( r o c k e r  a t  0 . 2 r p m ) .  T h e  m e m b r a n e  
w a s  w a s h e d  a g a i n  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  a  h i g h  s e n s i t i v i t y  c h e m i l u m i n e s c e n t  H R P  
s u b s t r a t e  ( l m m o b i l o n T M  w e s t e r n )  f o r  S m i n s ,  t h e n  p l a c e d  i n  a  c a s s e t t e  w i t h  i i - e s h  f i l m  
c o v e r i n g  t h e  b l o t  f o r  1  5 m i n s  a n d  d e v e l o p e d  m a n u a l l y .  B l o t  d e n s i t o m e t r y  w a s  
a n a l y s e d  u s i n g  K o d a k  1  D  i m a g e  a n a l y s i s  s o f t w a r e .  A n t i b o d i e s  u s e d  f o r  W e s t  e m  
b l o t t i n g  i n  t h i s  s t u d y  a r e  s u m m a r i s e d  i n  t a b l e  4 . 2 . 1 .  
4 . 2 . 6  P h o s p h o - R e t i n o b l a s t o m a  ( p ~ e r ~ ~ ~ l p ~ h r ~ ~ ~ )  E L I S A  
B a c k g r o u n d  
P h o s p h o - R e t i n o b l a s t o m a  ( R b )  ( p ~ e r 2 4 9 1 p ~ h ? 5 2 )  E L I S A  i s  a  p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e  
s p e c i f i c  a s s a y ,  t h a t  q u a n t i f i e s  t h e  a m o u n t  o f  R b  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t e d  a t  b o t h  s e r i n e  
2 4 9  a n d  t h r e o n i n e  2 5 2  s i t e s .  R b  i s  a  t u m o u r  s u p p r e s s o r  g e n e ,  w h o s e  p r o d u c t  ( 1  1  O k D a  
p r o t e i n )  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  c e l l  g r o w t h .  M u t a t i o n s  i n  t h e  R b  g e n e  
c a n  l e a d  t o  v a r i o u s  f o r m s  o f  c a n c e r .  I t  f u n c t i o n s  a s  a  n e g a t i v e  r e g u l a t o r  o f  c e l l  c y c l e  
b y  b i n d i n g  t o  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  s u c h  a s  E 2 F -  1 ,  P U .  1 ,  A T F - 2 ,  U B F ,  E l f - 1  a n d  c - a b l .  
T h e  a b i l i t y  o f  t h e  R b  p r o t e i n  t o  b i n d  t o  t h e s e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  i s  c o n t r o l l e d  b y  i t s  
p h o s p h o r y l a t i o n  s t a t e ;  f o r  e x a m p l e ,  h y p o p h o s p h o r y l a t e d  R b  c a n  b i n d  s t r o n g l y  t o  t h e s e  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  w h i l e  h y p e r p h o s p h o r y l a t e d  R b  l o s e s  t h i s  b i n d i n g  a f f i i t y .  M o s t  
n o t a b l y ,  h y p o p h o s p h o r y l a t e d  R b  b i n d s  t o  m e m b e r s  o f  t h e  E 2 F l D P  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  
f a m i l y ,  p r e v e n t i n g  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  g e n e s  r e q u i r e d  t o  p a s s  t h r o u g h  t h e  G I  t o  S  
p h a s e  b o u n d a r y  o f  t h e  c e l l  c y c l e .  T h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  R b  i s  a b r o g a t e d  w h e n  R b  
u n d e r g o e s  p h o s p h o r y l a t i o n ,  c a t a l y s e d  b y  t h e  c y c l i n - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  ( c d k s ) ,  
w h i c h  r e l e a s e s  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  e n a b l m g  t h e m  t o  p r o g r e s s  t h r o u g h  t h e  c e l l  
c y c l e .  R b  c o n t a i n s  a t  l e a s t  1 6  c o n s e n s u s  s e r i n e l  t h r e o n i n e  s e q u e n c e s  f o r  c d k  
p h o s p h o r y l a t i o n .  O n c e  d e p h o s p h o r y l a t e d ,  R b  c a n  t h e n  r e t u r n  t o  i t s  a c t i v e  s t a t e  o f  
s u p p r e s s i o n  ( G i a c i n t i  a n d  G i o r d a n o  2 0 0 6 ) .  
M e t h o d  
P h o s p h o - R e t i n o b l a s t o m a  ( R b )  ( p ~ e r 2 4 9 / p ~ h ? " )  E L I S A  w a s  p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  
t h e  m a n u f a c t u r e r s  i n s t r u c t i o n s  ( S i g m a ) .  C e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  
( s e c t i o n  4 . 2 . 5 . 1 )  a n d  s t a n d a r d s  a n d  s a m p l e s  w e r e  p l a t e d  i n  d u p l i c a t e  w e l l s  o n  t h e  p r e -  
c o a t e d  p l a t e  p r o v i d e d .  T h e  O D  v a l u e s  w e r e  t h e n  r e a d  a t  4 5 0 n r n  a n d  u s e d  t o  c a l c u l a t e  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a t e d  R b  i n  t h e  u n k n o w n  s a m p l e s .  
4 . 2 . 7  3 ~ - ~ h y m i d i n e  P r o l i f e r a t i o n  
A f t e r  5  d a y s  i n c u b a t i o n ,  p r o l i f e r a t i o n  w a s  e v a l u a t e d  b y  a d d i n g  2 . 5 p C Y w e l l  ' H -  
t h y m i d i n e  t o  t h e  c o c u l t u r e s  f o r  t h e  l a s t  5 h  o f  i n c u b a t i o n .  C e l l s  f r o m  t h e  9 6  w e l l  p l a t e  
w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  o n t o  f i l t e r  m a t s  a n d  a n a l y s e d  o n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r ,  a s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( s e e  s e c t i o n  2 . 2 . 1  1 ) .  
4 . 2 . 8  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  
S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  b e t w e e n  s a m p l e s  w a s  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  
4 . 3  R E S U L T S  
4 . 3 . 1  C D 1 9 +  B  c e l l s  a n d  C D 5 6 +  N K  c e l l s  a r e  t h e  m o s t  a b u n d a n t  c e l l  
t y p e s  f o u n d  i n  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  
T o  a s s e s s  t h e  d i f f e r e n t  c e l l  s u b s e t s  f o u n d  i n  t h e  h e t e r o g e n o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  
p o p u l a t i o n ,  p h e n o t y p i c  a n a l y s i s  o f  t h i s  c e l l  p o p u l a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t ,  b y  l o o k i n g  a t  
a n  a r r a y  o f  s u r f a c e  m a r k e r s .  A s  e x p e c t e d ,  I  2 %  o f  t h e s e  c e l l s  e x p r e s s e d  l i n e a g e  
m a r k e r s  C D  1 4  a n d  C D 3 ,  f o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n  ( f i g u r e  4 . 3 . 1 ) .  A  h i g h  p e r c e n t a g e  o f  
c e l l s  ( - 1  5 % )  e x p r e s s e d  t h e  m y e l o i d  m a r k e r ,  C D l  1  c ,  h o w e v e r  t h e  B  c e l l  m a r k e r ,  
C D 1 9  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  m o s t  c o m m o n  c e l l  s u b s e t  f o u n d  i n  t h i s  C D 3 -  C D 1 4 -  
p o p u l a t i o n  ( 1  0 % ) .  T h e  n e x t  m o s t  a b u n d a n t  c e l l  t y p e  e v i d e n t  f r o m  t h i s  p o p u l a t i o n ,  w a s  
N K  c e l l s ,  w i t h  8 %  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  t h e  N K  c e l l  m a r k e r ,  C D 5 6 ,  c l o s e l y  f o l l o w e d  b y  
t h e  m y e l o i d  m a r k e r  C D  1  1  b  ( 7 % ) ,  f r e q u e n t l y  u s e d  t o  i d e n t i f l  m a c r o p h a g e  ( f i g u r e  
4 . 3 . 1 ) .  A  s m a l l e r  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  ( - 5 - 7 % )  e x p r e s s e d  C D 4  a n d  C D 1 2 3 ,  w h i c h  a r e  
m a r k e r s  g e n e r a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  p l a s m a c y t o i d  D C s .  T h e  D C  m a t u r a t i o n  m a r k e r ,  
C D 8 3  w a s  f o u n d  o n  a p p r o x i m a t e l y  6 %  o f  c e l l s ,  w h i l e  D C - S I G N ,  a  C - t y p e  l e c t i n  
e x p r e s s e d  b y  m a n y  D C  s u b s e t s  ( i e :  m y e l o i d  D C s ,  I L - 4  D C s )  w a s  u n d e t e c t a b l e  o n  
t h e s e  c e l l s .  T h i s  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  a l s o  e x p r e s s e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  t h e  
c o s t i r n u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  C D 8 0  a n d  C D 8 6  ( -  4 - 5 % ) ,  w h i l e  a  l a r g e  p o r t i o n  o f  c e l l s  
( 4 3 % )  e x p r e s s e d  C D 4 0 ,  a  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e  c o m m o n l y  f o u n d  o n  a n t i g e n  
p r e s e n t i n g  c e l l s  ( f i g u r e  4 . 3 . 1 ) .  S o ,  t h e s e  r e s u l t s  i d e n t i f y  B  c e l l s  a n d  N K  c e l l s  a s  t h e  
m o s t  n u m e r o u s  c e l l  s u b s e t s  f o u n d  i n  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n .  
C D l a  
C D l  l b  
D C - S I G N  
F i g u r e  4 . 3 . 1  P h e n o t y p i c  p r o f d e  o f  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s .  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w e r e  p u r i f i e d  f i o m  h u m a n  
P B M C s  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 1  a n d  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  o f  C D l  l c ,  C D 1 4 ,  
C D 4 0 , C D 8 3 , C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  C D 1 2 3 , C D 4 ,  C D 5 6 ,  C D 1 9 ,  D C - S I G N ,  C D l  l b ,  C D l a  a n d  C D 3  w e r e  
a s s e s s e d  b y  f l o w  c y t o m e t e r y .  T h e  p u r p l e  h i s t o g r a m  r e p r e s e n t s  t h e  i s o t y p e  c o n t o l  f o r  e a c h  m a r k e r  a n d  
t h e  g r e e n  l i n e  s h o w s  t h e  n u m b e r  a n d  i n t e n s i t y  o f  c e l l s  t h a t  e x p r e s s  t h a t  p a r t i c u l a r  m a r k e r .  T h e  M 1  
r e g i o n  s h o w s  t h e  p e r c e n t a g e  o f  p o s i t i v e  c e l l s  f o r  s p e c i f i c  m a r k e r s .  R e s u l t s  a r e  r e s p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  
s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . J ) .  
4 . 3 . 2  A u t o l o g o u s  C D 1 9 +  B  c e l l s  f r o m  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  
a r e  n o t  r e s p o n s i b l e  f o r  T  c e l l  i n h i b i t i o n  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  
M L R  c o c u l t u r e s  
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  a l r e a d y  i d e n t i f i e d  t h a t  a n  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l  
p o p u l a t i o n  a p p e a r e d  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l i m i t e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  
f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  T h e r e f o r e ,  t h e  n e x t  o b j e c t i v e  w a s  t o  i d e n t i f j r  
t h e  p a r t i c u l a r  c e l l  s u b s e t ( s )  i n v o l v e d .  T h e  m o s t  p r o m i n e n t  c e l l  t y p e  f o u n d  i n  t h e  C D 3 -  
C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  w a s  B  c e l l s  ( f i g u r e  4 . 3 .  I ) ,  h e n c e  w e  i n v e s t i g a t e d  i f  t h i s  C D 1 9 +  B  
c e l l  p o p u l a t i o n  p l a y e d  a  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  T  c e l l s  f i - o m  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e s  t h a t  h a d  
b e e n  c u l t u r e d  w i t h  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s .  I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h i s ,  w e  i s o l a t e d  
a u t o l o g o u s  C D 1 9 +  B  c e l l s  b y  c e l l  e n r i c h m e n t  a n d  r e s t o r e d  t h e m  t o  t h e  C D 3 +  T  c e l l  
c o c u l t u r e s .  T h e s e  a u t o l o g o u s  C D 1 9 +  B  c e l l s  w e r e  a l s o  c u l t u r e d  w i t h  m i x e d  l e u k o c y t e  
c o c u l t u r e s ,  a s  a  c o n t r o l .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  a l r e a d y  r e v e a l e d  t h a t  a u t o l o g o u s  C D 3 -  
C D 1 4 -  c e l l s  c o u l d  r e d u c e  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w h e n  c u l t u r e d  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s  ( 3 . 3 . 6 A - c h a p t e r  3 ) .  H o w e v e r ,  c l e a r l y ,  a d d i t i o n  o f  t h e s e  C D 1 9 +  B  c e l l s  
r e s u l t e d  i n  n o  d e c r e a s e  i n  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  
( f i g u r e  4 . 3 . 2 A ) .  P r o l i f e r a t i o n  w a s  e v e n  s l i g h t l y  e l e v a t e d  i n  t h e s e  H P I V 3  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  i n f l u e n z a  i n f e c t e d ,  T N F a  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  c o c u l t u r e s  
( f i g u r e  4 . 3 . 2 A ) .  F u r t h e r m o r e ,  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  s t i l l  s u p p r e s s e d  i n  H P I V 3  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  C D 1 9 +  B  c e l l s  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  
t r e a t m e n t s  ( f i g u r e  4 . 3 . 2 B ) .  T h i s  r e s u l t  e x c l u d e s  B  c e l l s  a s  a  p o s s i b l e  c e l l  s u b s e t  f i - o m  
t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  t h a t  c o u l d  b e  i n v o l v e d  i n  T  c e l l  i n h i b i t i o n  f i - o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  
.  b  
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F i g u r e  4 . 3 . 2  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  a n d  M L R  
c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a u t o l o g o u s  B  c e l l s .  ( A )  P u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  a n d  ( B )  m i x e d  
l e u k o c y t e s  w e r e  c o  c u l t u r e d  a l o n e  ( M E D I U M ) ,  w i t h  C D 1 4 - t  c e l l s  ( D C s )  a n d  a u t o l o g o u s  B  c e l l s  
( B + D C ) ,  w i t h  T N F a  t r e a t e d  D C  a n d  a u t o l o g o u s  B  c e l l s  ( B + D C + T N F ) ,  w i t h  H P I V  i n f e c t e d  D C s  a n d  
a u t o l o g o u s  B  c e l l s  ( B + D C + P I V )  a n d  w i t h  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  B  c e l l s  
( B + D C + F L U )  ( s e c t i o n  4 . 2 . 4 ) .  P r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  w e r e  m e a s u r e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  a f t e r  5  d a y s  
( s e c t i o n  4 . 2 . 7 ) .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  c p m  - t  S E  f o r  e a c h  s a m p l e  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  t o  
t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f r o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . K ) .  
4 . 3 . 3  D i r e c t  i n f e c t i o n  o f  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w i t h  H P I V 3  u p r e g u l a t e s  
t h e  N K  c e l l  m a r k e r  C D 5 6  
B  c e l l s  w e r e  t h e  m o s t  c o m m o n  c e l l  s u b s e t  f o u n d  i n  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  b u t  
d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  i n v o l v e d  i n  T  c e l l  i n h i b i t i o n .  R e p e a t i n g  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w i t h  
d i v e r s e  c e l l  s u b s e t s  i s o l a t e d  f i o m  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n ,  c o u l d  b e  a  l e n g t h y  a n d  
l a b o r i o u s  t a s k .  T h e r e f o r e ,  w e  d e c i d e d  t o  d i r e c t l y  i n f e c t  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w i t h  
H P I V 3 ,  t o  s e e  i f  a n y  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  v a r i o u s  s u r f a c e  m a r k e r s  
b e t w e e n  u n s t i m u l a t e d  a n d  i n f e c t e d  c e l l s ,  w h i c h  c o u l d  a i d  i n  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a  
p a r t i c u l a r  c e l l  t y p e .  A n  e x t e n s i v e  a r r a y  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  w a s  e x a m i n e d  b u t  t h e  o n l y  
n o t a b l e  d i f f e r e n c e  o b s e r v e d  b e t w e e n  u n s t i r n u l a t e d  a n d  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 -  C D 1 4 -  
c e l l s ,  w a s  a n  u p r e g u l a t i o n  o f  t h e  N K  c e l l  m a r k e r ,  C D 5 6 ,  o n  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  
( f i g u r e  4 . 3 . 3 A  a n d  B ) ;  h o w e v e r ,  t h i s  r e s u l t  w a s  n o t  r e p r o d u c i b l e  o v e r  r e p e a t  
e x p e r i m e n t s .  T h e r e  w a s  n o  i n c r e a s e  i n  t h e  B  c e l l  m a r k e r ,  C D 1 9 ,  c o s t i m u l a t o r y  
m a r k e r ,  C D 8 0  o r  M H C  C l a s s  I  a n d  1 1 ,  b e t w e e n  u n s t i m u l a t e d  a n d  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s  
( f i g u r e  4 . 3 . 3 A  a n d  B ) .  T h u s ,  N K  c e l l s  m a y  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  o b s e r v e d  i m m u n e  
r e s p o n s e s  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  
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F i g u r e  4 . 3 . 3  E x p r e s s i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  o n  u n s t i m u l a t e d  a n d  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 -  C D 1 4 -  
c e l l s .  ( A )  U n s t i m u l a t e d  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  a n d  ( B )  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  
a f t e r  2 4 h  a n d  t h e  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  C D 1 9 ,  C D 8 0 ,  M H C  C l a s s  11, M H C  C l a s s  I ,  C D 1 4  a n d  C D 5 6 ,  
e x p r e s s e d  o n  t h e s e  c e l l s  w e r e  a s s e s s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  s e t  b a s e d  o n  i s o t y p e  
c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  f o r  a l l  s u r f a c e  m a r k e r s  e x a m i n e d ,  e x c e p t  f o r  C D 5 6  ( f o r  r a w  d a t a  f i o m  r e p e a t  
e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . L ) .  
4 . 3 . 4  A u t o l o g o u s  C D 5 6 +  N K  c e l l s  c a n  i n h i b i t  p r o l i f e r a t i o n  o f  
p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  
F r o m  t h e  r e s u l t s  t o  d a t e ,  o n e  c o u l d  s p e c u l a t e  t h a t  N K  c e l l s  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h i s  
i n h i b i t i o n ,  t h e r e f o r e  t h e  p o t e n t i a l  o f  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  t o  I n h i b i t  p u r i f i e d  C D 3 +  T  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  w a s  i n v e s t i g a t e d .  A g a i n ,  f o r  c o n t r o l  
p u r p o s e s ,  t h e  e f f e c t  o f  N K  c e l l s  o n  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  w a s  a l s o  
e x a m i n e d .  C o n s i s t e n t l y ,  a d d i t i o n  o f  t h e s e  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  t o  p u r i f i e d  C D 3 + T  c e l l  
c o c u l t u r e s ,  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  
c o m p a r e d  t o  i n f l u e n z a  i n f e c t e d ,  T N F a  t r e a t e d  o r  u n t r e a t e d  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  4 . 3 . 4 A ) .  
M o r e o v e r ,  d u b i t i o n  w a s  s t i l l  o b s e r v e d  i n  t h e  c o n t r o l  e x p e r i m e n t  f i o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  
c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  4 . 3 . 4 B ) .  T h i s  r e s u l t  s u g g e s t s  t h a t  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  f i o m  t h i s  
C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  m a y  b e  t h e  r e g u l a t o r y  p o p u l a t i o n  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  T  c e l l  
I n h i b i t i o n  o b s e r v e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  
r  
C P M  
b  
C P M  
F i g u r e  4 . 3 . 4  P r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  a n d  M L R  c o c u l t u r e s  
r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s .  ( A )  P u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  a n d  ( B )  m i x e d  l e u k o c y t e s  w e r e  
c o  c u l t u r e d  a l o n e  ( M E D I U M ) ,  w i t h  C D 1 4 +  c e l l s  ( D C s )  a n d  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  ( N K + D C ) ,  w i t h  
T N F a  t r e a t e d  D C  a n d  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  ( N K + D C + T N F ) ,  w i t h  H P I V  i n f e c t e d  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  
N K  c e l l s  ( N K + D C + P I V )  a n d  w i t h  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  D C s  a n d  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  ( N K + D C + F L U )  
( s e c t i o n  4 . 2 . 4 ) .  P r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  w e r e  m e a s u r e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  a f t e r  5  d a y s  ( s e c t i o n  4 . 2 . 7 ) .  
D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c p m  +  S E  f o r  e a c h  s a m p l e .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  s e p a r a t e  
e x p e r i m e n t s  ( f o r  s t a t i s t i c s  f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  7 ,  t a b l e  7 . H  a n d  f o r  r a w  d a t a  s e e  
a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . M ) .  * P I  0 . 0 5 ,  * * E  0 . 0 1 ,  * * * I %  0 . 0 0 1 .  
4 . 3 . 5  L y m p h o c y t e s  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  a r e  
a r r e s t e d  i n  t h e  G O I G l  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  w h i l e  p r o g r e s s i o n  
i s  r e s t o r e d  b y  d e p l e t i o n  o f  C D 5 6 +  N K  p o p u l a t i o n  
R e s u l t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  N K  c e l l s  c a n  i n h i b i t  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  a n d  p r e v i o u s  w o r k  h a s  s h o w n  t h a t  t h i s  i n h i b i t i o n  d o e s  n o t  a p p e a r  
t o  r e s u l t  i n  c e l l  d e a t h  b u t  a n o t h e r  a r r e s t  m e c h a n i s m  t h a t  i s  o v e r r i d d e n  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  I L - 2 .  I n  t h e  l i g h t  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  a n d  e a r l i e r  r e p o r t s  s u g g e s t i n g  a  r e g u l a t o r y  
r o l e  o f  N K  c e l l s  i n  T  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  ( T r i v e d i  e t  a 1  2 0 0 5 ) ,  i t  w a s  i n v e s t i g a t e d  i f  
N K  c e l l s  m a y  b e  i n t e r f e r i n g  s p e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  o f  T  c e l l s .  
H e n c e ,  t h e  c e l l  c y c l e  s t a t u s  o f  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e  p o p u l a t i o n s  c o c u l t u r e d  w i t h  
a l l o g e n e i c  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  o r  i n f l u e n z a ,  o r  t r e a t e d  w i t h  
T N F a ,  w e r e  e x a m i n e d  u s i n g  P I  s t a i n i n g .  C o n s i s t e n t  w i t h  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  s t u d i e s ,  
f e w e r  l y m p h o c y t e s  p r o g r e s s e d  t o  t h e  S  p h a s e ,  w h e r e  D N A  s y n t h e s i s  w a s  o c c u r r i n g ,  
w h e n  c o c u l t u r e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  ( 0 . 1 9 % )  c o m p a r e d  t o  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  
( 1 . 0 4 % ) ,  T N F a  t r e a t e d  ( 0 . 2 5 % )  o r  m e d i u m  a l o n e  ( 0 . 2 7 % ) ( f i g u r e  4 . 3 . 5 A ) .  
S u b s e q u e n t l y ,  o n l y  a  m i n o r  f i a c t i o n  o f  c e l l s  f i o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e  
e n t e r e d  t h e  G 2  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e ,  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  
4 . 3 . 5 A ) .  H o w e v e r ,  w h e n  C D 5 6 +  N K  c e l l s  w e r e  d e p l e t e d  f i o m  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e  
c o c u l t u r e s ,  a  s t r i k i n g  i n c r e a s e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  e n t e r i n g  t h e  S  ( 1 . 2 6 % )  a n d  G 2  
( 2 . 5 2 % )  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  w a s  e v i d e n t  f i o m  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  
( f i g u r e  4 . 3 . 5 B ) .  T h i s  i n c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  i n f l u e n z a  
i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  a n d  w a s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  T N F a  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  
c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  4 . 3 . 5 B ) .  A l s o ,  l y m p h o c y t e s  w e r e  h n c t i o n a l l y  c a p a b l e  o f  
e x t e n s i v e l y  p r o g r e s s i n g  t h r o u g h  t h e  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  t h e  c e l l  c y c l e ,  a s  e v i d e n t  f i o m  
t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  ( P M A + a C D 3 ) ,  w h i c h  c o n t a i n e d  a  h i g h  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  t h e  S  
a n d  G 2  p h a s e s  ( f i g u r e  4 . 3 . 5 A a n d  B ) .  T h u s ,  l y m p h o c y t e s  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  
c o c u l t u r e s  a p p e a r  t o  b e  a r r e s t e d  i n  t h e  G O I G 1  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  b u t  p r o g r e s s i o n  
c a n  b e  r e s t o r e d  b y  d e p l e t i o n  o f  N K  c e l l s  f i o m  t h e s e  c o c u l t u r e s .  T h e s e  r e s u l t s  s t r o n g l y  
s u g g e s t  a  r o l e  f o r  N K  c e l l s  i n  r e g u l a t i n g  T  c e l l  r e s p o n s e s  d u r i n g  i n f e c t i o n  w i t h  
H P I V 3 .  
N K  d e p l e t e d  a l l o g e n e i c  
m i x e d  l e u k o c y t e s  
A l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e s  
M l :  9 7 . 2 %  
M 2 :  0 . 2 7 %  
M 3 :  1 . 2 2 %  
b  
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F i g u r e  4 . 3 . 5  C e l l  c y c l e  a n a l y s i s  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  a n d  N K  d e p l e t e d  m i x e d  
l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  C D 1 4 +  c e l l s  ( D C s )  w e r e  l e f t  u n t r e a t e d  o r  t r e a t e d  w i t h  T N F a  ( D C + T N F )  o r  
i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  ( D C + P I V )  o r  i n f l u e n z a  ( D C + F L U )  a n d  c o c u l t u r e d  w i t h  m i x e d  l e u k o c y t e s  o r  
C D 5 6 +  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e s .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  t h e  c o c u l t u r e s  a t  7 2 h  a n d  s t a i n e d  
w i t h  p r o p i d i u m  i o d i d e  a n d  t h e  D N A  c o n t e n t  f r o m  g a t e d  l y m p h o c y t e s  w a s  a n a l y s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y  
( s e c t i o n  4 . 2 . 3 . 2 ) .  M 1  r e p r e s e n t s  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  t h e  G O / G l  p h a s e ,  M 2  r e p r e s e n t s  S  p h a s e  a n d  
M 3  r e p r e s e n t s  G 2  p h a s e .  ( A )  C e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  o f  l y m p h o c y t e s  f r o m  a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e  
c o c u l t u r e s .  ( B )  C e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  o f  l y m p h o c y t e s  f r o m  C D 5 6 +  N K  d e p l e t e d  a l l o g e n e i c  m i x e d  
l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f r o m  
r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . N ) .  
4 . 3 . 6  N K  c e l l s  p a r t i a l l y  p r e v e n t  p 2 7  d e g r a d a t i o n  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  
M L R  c o c u l t u r e s  
T  c e l l  p r o g r e s s i o n  f i o m  t h e  G O I G 1  p h a s e  t o  S  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  i s  c o n t r o l l e d  b y  
t h e  a c t i v i t y  o f  c y c l i n s  a n d  c y c l i n - d e p e n d e n t  k i n a s e s  ( c d k s ) .  G 1  p h a s e  p r o g r e s s i o n  
f i r s t l y  r e q u i r e s  t h e  a c t i v i t y  o f  c y c l i n  D - c d k 4 1 6  c o m p l e x e s  a n d  t h e n  c y c h  E - c d k 2  
a c t i v i t y  i s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  G 1 - S  t r a n s i t i o n .  T h e s e  c y c h - c d k  c o m p l e x e s  r e g u l a t e  t h e  
c e l l  c y c l e  t h r o u g h  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  r e t i n o b l a s t o m a  p r o t e i n  ( p R b ) .  R b  
h y p e r p h o s p h o r y l a t i o n  r e s u l t s  i n  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  E 2 F ,  w h i c h  c a n  
t h e n  a c t i v a t e  g e n e s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  S  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e .  H o w e v e r ,  t h e  a c t i v i t i e s  
o f  t h e s e  c y c l i n - c d k  c o m p l e x e s  a r e  t i g h t l y  r e g u l a t e d  b y  c d k  i n h i b i t o r s ,  s u c h  a s  p 2 7  a n d  
p 2 1  p r o t e i n s ,  w h i c h  a r e  m e m b e r s  o f  t h e  C i p I K i p  f a m i l y  o f  c d k  i n h i b i t o r s  ( S h e r r  a n d  
R o b e r t s  1 9 9 9 ) .  T h e r e f o r e ,  t o  d e t e r m i n e  t h e  m o l e c u l a r  b a s i s  o f  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  
m o n o c y t e  i n d u c e d  T  c e l l  c y c l e  a r r e s t  i n  t h e  G O I G 1  p h a s e ,  w e  i n v e s t i g a t e d  t h e  s t a t u s  o f  
t h e s e  c e l l  c y c l e  i d u b i t o r s  b y  w e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s .  I n t e r e s t i n g l y ,  h i g h  l e v e l s  o f  p 2 7  
w e r e  o b s e r v e d  f i o m  t h e  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  t h a t  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  t h e  m i x e d  
l e u k o c y t e s ,  w h i c h  w e r e  s i m i l a r  t o  t h e  l e v e l s  o b s e r v e d  f i o m  u n s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e s  
( f i g u r e  4 . 3 . 6 A ) .  H o w e v e r ,  i n c r e a s e d  d e g r a d a t i o n  o f  p 2 7  w a s  e v i d e n t  f i o m  t h e  
u n t r e a t e d  m o n o c y t e  a n d  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  t h e  H P I V 3  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e  ( f i g u r e  4 . 3 . 6 A ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e r e  w a s  a  h i g h e r  l e v e l  o f  p 2 7  
d e g r a d a t i o n  f o u n d  i n  t h e  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e s  c o c u l t u r e d  w i t h  H P I V 3  
g e n e r a t e d  D C s  c o m p a r e d  t o  t h e  l e v e l s  f o u n d  i n  u n s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e s  a n d  e v e n  
t h o s e  o b s e r v e d  f i o m  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  4 . 3 . 6 B ) .  A s  e x p e c t e d ,  
r e d u c e d  l e v e l s  o f  p 2 7  w e r e  e v i d e n t  f i o m  t h e  p o l y c l o n a l l y  a c t i v a t e d  s a m p l e s  ( f i g u r e  
4 . 3 . 6 A  a n d  B ) .  C o n v e r s e l y ,  t h e  p r e s e n c e  o f  p 2 1  w a s  o n l y  o b s e r v e d  i n  u n s t i r n u l a t e d  
l y m p h o c y t e s  f i o m  M L R  c o c u l t u r e s  a n d  f a i n t  b a n d s  w e r e  d e t e c t e d  f i o m  a l l  s a m p l e s  i n  
N K  d e p l e t e d  M L R  w c u l t u r e s  ( a p p e n d i x  5 1 ,  h o w e v e r ,  t h i s  r e s u l t  w a s  i s r e p r o d u c i b l e .  
T h u s ,  N K  c e l l s  a p p e a r  t o  p a r t i d l y  p r e v e n t  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  p 2 7  f r o m  H P W 3  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  r e s u l t i n g  i n  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  p 2 7 ,  w h i c h  m a y  i n d u c e  T  
c e l l  c y c l e  a r r e s t  i n  t h e  G O I G l  p h a s e .  
A  
M e d i u m  l l P L V 3  F L U  P M A  T  
+  
a C D 3  
M L R  
2 5 0 0 0 0  1  
f  
1 0 0 0 0 0  -  
5 0 0 0 0  
0  
1-4 
M e d i u m  M: P W  
n u  P M A + ~ C D ~  
M e d i u m  H P I V 3  F L U  P M A  T  
+  
a C D 3  
M L R - N K  
o ?  m  
M e d i u m  D C  P I V  F L U  P M A + a C D 3  
F i g u r e  4 . 3 . 6  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  t h e  c e l l  c y c l e  i n h i b i t o r  p 2 7 .  C e l l s  w e r e  c o c u l t u r e d  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e  ( f i g u r e  4 . 3 . 5 )  a n d  c e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  f i o m  4 8 h  c u l t u r e s  a n d  a n a l y s e d  f o r  p 2 7  
b y  W e s t e r n  b l o t  ( s e c t i o n  4 . 2 . 5 ) .  B l o t s  a n d  d e n s i t o m e t r y  g r a p h s  ( n e t  i n t e n s i t y - c u l m i n a t i o n  o f  t w o  
e x p e r i m e n t s )  f o r  p 2 7  a r e  s h o w n  f o r  ( A )  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  a n d  ( B )  N K  d e p l e t e d  m i x e d  
l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  B l o t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
4 . 3 . 7  N K  c e l l s  e x h i b i t  a n  o v e r a l l  a n t i  p r o l i f e r a t i v e  e f f e c t  o n  T  c e l l s  
f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  
L a s t l y ,  w e  i n v e s t i g a t e d  i f  r e t i n o b l a s t o m a  p h o s p h o r y l a t i o n  w a s  i m p a i r e d ,  d u e  t o  t h e  
h i g h e r  l e v e l s  o f  p 2 7  o b s e r v e d  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  W e  e x a m i n e d  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  R b  i n  b o t h  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  a n d  N K  d e p l e t e d  m i x e d  
l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  o n l y  s m a l l  l e v e l s  o f  p h o s p h o r y l a t  e d  R b  w e r e  
d e t e c t e d  f i o m  a l l  M L R  c o c u l t u r e s ,  s h o w i n g  l i t t l e  o r  n o  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  e a c h  
s a m p l e  ( f i g u r e  4 . 3 . 7 ) .  H o w e v e r ,  s i g n i f i c a n t  l e v e l s  o f  p h o s p h o r y l a t e d  R b  w e r e  
p r o d u c e d  f i o m  u n t r e a t e d  m o n o c y t e s ,  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  a n d  i d u e n z a  g e n e r a t e d  
D C s  t h a t  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e s  c o m p a r e d  t o  t h e i r  
c o r r e s p o n d i n g  n o n  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e  c u l t u r e s  ( f i g u r e  4 . 3 . 7 ) .  T h i s  r e s u l t  
s u g g e s t s  t h a t  N K  c e l l s  c a n  e x e r t  a n  o v e r a l l  s u p p r e s s i v e  e f f e c t  o n  R b  p h o s p h o r y l a t i o n  
o r  G I - S  p h a s e  t r a n s i t i o n .  A l s o ,  t h e  h i g h e r  l e v e l  o f  p 2 7  o b s e r v e d  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  
M L R  c o c u l t u r e s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  a f f e c t  R b  p h o s p h o r y l a t i o n .  
M L R - N K  
I. LR 
D C  D C + P I V  D C + F L U  P M A + a C D 3  M e d i u m  
F i g u r e  4 . 3 . 7  R b  p h o s p h o r y l a t i o n  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  a n d  N K  d e p l e t e d  m i x e d  
l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  C e l l s  w e r e  c o c u l t u r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( f i g u r e  4 . 3 . 5 )  a n d  c e l l  l y s a t e s  w e r e  
p r e p a r e d  f r o m  4 8 h  c u l t u r e s .  T h e  p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e  s p e c i f i c  ( p ~ e r ~ ~ ~ l ~ ~ h r 2 ~ ~ )  E L I S A  w a s  u s e d  t o
m e a s u r e  t h e  a m o u n t  o f  p h o s p h o r y l a t e d  R b  p r o t e i n  ( s e c t i o n  4 . 2 . 6 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  
5  S D  f o r  e a c h  s a m p l e .  R e s u l t s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t w o  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( f o r  s t a t i s t i c s  f r o m  r e p e a t  
e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  7 ,  t a b l e  7 . 1 ) .  * P I  0 . 0 5 ,  * * E  0 . 0 1 .  
4 . 4  D I S C U S S I O N  
I m m u n e  r e g u l a t i o n  i s  k e y  t o  t h e  c o n t r o l  o f  a u t o i m m u n i t y  a n d  e x c e s s i v e  i m m u n e  
r e s p o n s e s  t o  f o r e i g n  p a t h o g e n s .  T h i s  s e l f - p r o t e c t i v e  f e a t u r e  o f  t h e  h o s t  i s  c o n t r o l l e d  
b y  a  c o m p l e x  r e g u l a t o r y  s y s t e m ,  c o n s i s t i n g  o f  i m m u n e  c e l l s  s u c h  a s  r e g u l a t o r y  T  
c e l l s .  T h e s e  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  h a v e  p l a y e d  c e n t r e  s t a g e  f o r  m a n y  y e a r s ,  a s  t h e  m o s t  
p i v o t a l  c e l l  t y p e  i n  c o n t r o h g  i m m u n e  r e s p o n s e s  ( J i a n g  a n d  C h e s s  2 0 0 4 ) .  H o w e v e r ,  
r e c e n t l y  o t h e r  i m m u n e  c e l l s  a r e  e m e r g i n g  a s  c r i t i c a l  e f f e c t o r s  i n  r e g u l a t i o n  ( Z h a n g  e t  
a 1  2 0 0 6 ) .  O n e  s u c h  c e l l  i s  t h e  N K  c e l l .  N K  c e l l s  a r e  n o t  o n l y  i n v o l v e d  i n  m e d i a t i n g  
t a r g e t  c e l l  k i l l i n g  o f  c e l l s  b u t  c a n  a l s o  r e g u l a t e  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  
( W a l z e r  e t  a1 2 0 0 5 ) .  T h e y  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  e s s e n t i a l  r e g u l a t o r s  i n  c o n t r o l l i n g  
a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  ( S m e l t z  e t  a1 1 9 9 9 ,  K a s t r u k o f f  e t  a1 2 0 0 3 ) .  A l s o ,  t h e  r o l e  o f  N K  
c e l l s  i n  r e g u l a t i n g  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  v i r u s  i n f e c t i o n s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( S u  e t  a1 
2 0 0 1 ) .  T h u s ,  o u r  a i m  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  a t  p l a y  d u r i n g  
H P I V 3  i n f e c t i o n s ,  p a y i n g  p a r t i c u l a r  a t t e n t i o n  t o  N K  c e l l s  a s  p o s s i b l e  c o n t e n d e r s  i n  
t h i s  r e g u l a t o r y  p r o c e s s .  T h e  l a c k  o f  m e m o r y  T  c e l l  r e s p o n s e s  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  
i n f e c t i o n s  h a s  b e e n  t h o u g h t  t o  r e s u l t  f r o m  T  c e l l  s u p p r e s s i o n  ( S i e g  e t  a 1  1 9 9 4 ,  
P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0  1 ) .  O u r  p r e v i o u s  s t u d y  h a s  a l r e a d y  i m p l i c a t e d  a  r o l e  f o r  a n  
a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  i n  s u p p r e s s i n g  T  c e l l  r e s p o n s e s  d u r i n g  H P I V 3  
i n f e c t i o n .  T h i s  k d i n g  p r o m p t e d  t h e  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  r e d u c e d  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  e x e r t e d  b y  t h i s  v i r u s  a n d  t h e  e x a c t  c e l l  t y p e  i n v o l v e d .  T h e r e f o r e ,  t o  b e g i n  
t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  t h e  d i f f e r e n t  c e l l  s u b s e t s  f o u n d  i n  t h i s  h e t e r o g e n o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  
p o p u l a t i o n  w e r e  f i r s t l y  s c r u t i n i s e d .  R e s u l t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  i n h l b i t i o n  o f  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  w a s  d u e  t o  t h e  C D 5 6 +  
N K  c e l l  c o m p o n e n t  o f  t h e  M L R .  O f  i n t e r e s t  h o w e v e r ,  t h e  r e g u l a t i o n  w a s  n o t  e x e r t e d  
b y  n o r m a l  N K  c y t o t o x i c i t y  b u t  b y  a r r e s t l d e l a y  o f  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  i n  t h e  G O I G 1  
t r a n s i t i o n  v i a  d e g r a d a t i o n  o f  p 2 7  c d k  i n h i b i t o r .  
T h r o u g h  e x t e n s i v e  e x a m i n a t i o n  o f  v a r i o u s  s u r f a c e  m a r k e r s ,  w e  i d e n t i f i e d  t h a t  C D 1 9 +  
B  c e l l s  w e r e  t h e  m o s t  a b u n d a n t  c e l l  t y p e  f o u n d  i n  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n .  B  c e l l s  
h a v e  b e e n  s h o w n  t o  r e g u l a t e  D C  f u n c t i o n  i n  v i v o  a f f e c t i n g  T  c e l l  r e s p o n s e s  ( M o u l i n  e t  
a1 2 0 0 0 ) ,  t h e r e f o r e  w e  i n v e s t i g a t e d  i f  t h e s e  c e l l s  p l a y e d  a  r e g u l a t o r y  r o l e  i n  o u r  
s y s t e m .  A u t o l o g o u s  B  c e l l s  d i d  n o t  r e d u c e  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f r o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  i n f l u e n z a  i n f e c t e d ,  T N F a  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  
c o c u l t u r e s ,  e l i m i n a t i n g  t h e m  a s  t h e  p o s s i b l e  c e l l  s u b s e t  r e s p o n s i b l e  f o r  T  c e l l  
i d u b i t i o n .  T h e  n e x t  m o s t  n u m e r o u s  c e l l  t y p e  f o u n d  i n  t h e  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  
w a s  C D 5 6 +  N K  c e l l s  a n d  i n t e r e s t i n g l y ,  d i r e c t  i n f e c t i o n  o f  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w i t h  
H P I V 3 ,  u p r e g u l a t e d  C D 5 6 .  T h i s  c l u e  a n d  s e v e r a l  r e c e n t  r e p o r t s  d e m o n s t r a t i n g  b o t h  
p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  N K  c e l l  r e g u l a t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( Z i n g o n i  e t  a1 2 0 0 4 ,  
T r i v e d i  e t  a1 2 0 0 5 )  l e d  t o  t h e  s p e c u l a t i o n  t h a t  t h i s  g r o u p  o f  c e l l s  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  
t h e  f a i l u r e  o f  T  c e l l s  t o  p r o l i f e r a t e  t o  H P I V 3  i n f e c t i o n .  T h i s  h y p o t h e s i s  w a s  
c o n f i r m e d  b y  t h e  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  
u p o n  a d d i t i o n  o f  p u r i f i e d  a u t o l o g o u s  C D 5  6 +  N K  c e l l s  t o  t h e  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C  
a n d  T  c e l l  c o c u l t u r e s .  
I n  t h e  l i g h t  o f  t h e s e  f i n d i n g s  w e  s o u g h t  t o  d i s s e c t  t h e  m e c h a n i s m  e x e r t e d  b y  t h e s e  
a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  t o  r e g u l a t e  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  N K  c e l l s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  
i n h i b i t  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o f  p o l y c l o n a l l y  a c t i v a t e d  T  c e l l s  b y  a r r e s t i n g  t h e m  i n  t h e  
G O I G 1  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  ( T r i v e d i  e t  a1 2 0 0 5 ) .  A l s o ,  a  r e c e n t  r e p o r t  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  a n  i n c r e a s e d  b i n d i n g  o f  h u m a n  N K  c e l l s  t o  a u t o l o g o u s  T  c e l l s  o c c u r s  d u r i n g  
m i t o s i s ,  w h i c h  w a s  n o t  a c c o m p a n i e d  b y  t r a d i t i o n a l  N K  k i l l i n g  t y p e  r e s p o n s e s  ( N o l t e - ' t  
H o e n  e t  a 1  2 0 0 6 ) .  F r o m  t h e s e  s t u d i e s ,  i t  c o u l d  b e  s p e c u l a t e d  t h a t  o n e  m o d e  i n  w h i c h  
N K  c e l l s  m a y  e x e r t  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n s  o v e r  T  c e l l s ,  i s  b y  c o n t r o l l i n g  c e l l  c y c l e  
p r o g r e s s i o n .  T h e r e f o r e ,  t h e  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  o f  l y m p h o c y t e s  f r o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  a n d  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e s  c o c u l t u r e d  
w i t h  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  w a s  a n a l y s e d .  L y m p h o c y t e s  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  
c o c u l t u r e s  a p p e a r e d  t o  b e  a r r e s t i n g  i n  t h e  G O I G 1  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e ,  w i t h  o n l y  a  
s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  p r o g r e s s i n g  t h r o u g h  t h e  S  a n d  G 2  p h a s e s  c o m p a r e d  t o  o t h e r  
s t i m u l a t i o n s .  H o w e v e r ,  i n t e r e s t i n g l y ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  C D 5 6 +  N K  p o p u l a t i o n s  
f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  w a s  r e s t o r e d  t o  l e v e l s  
c o m p a r a b l e  w i t h  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s .  
I n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  b y  c e l l  c y c l e  a r r e s t  h a s  b e e n  d o c u m e n t e d  i n  s e v e r a l  
s t u d i e s ,  i n v o l v i n g  i m m u n o s u p p r e s s i v e  v i r u s e s ,  s u c h  a s  H C V  o r  S I V  ( Y a o  e t  a 1  2 0 0 3 ,  
N d o l o  e t  a 1  2 0 0 2 )  a n d  r e s p i r a t o r y  v i r u s e s ,  s u c h  a s  R S V  ( S c h l e n d e r  e t  a1 2 0 0 2 ) ,  w h i c h  
i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  H P I V 3 .  H C V  c o r e  p r o t e i n  w a s  s h o w n  t o  p r e v e n t  d e g r a d a t i o n  o f  
t h e  c e l l  c y c l e  f i b i t o r  p 2 7  i n  r n i t o g e n  a c t i v a t e d  T  c e l l s ,  i n d u c i n g  c e l l  c y c l e  a r r e s t  i n  
t h e  G O I G 1  p h a s e  ( Y a o  e t  a 1  2 0 0 3 ) ,  w h i l e  t h e  S I V  N e f  p r o t e i n  s u p p r e s s e d  C D 4 +  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  b y  p r e v e n t i n g  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  c e l l s  i n t o  t h e  S  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e ,  
t h r o u g h  r e d u c e d  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  c d k  I n h i b i t o r s  p 2 1  a n d  p 2 7  a n d  d o w n r e g u l a t i o n  o f  
c y c l i n s  ( N d o l o  e t  a1 2 0 0 2 ) .  A l s o ,  T r i v e d i  e t  a 1  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  c e l l  c y c l e  a r r e s t  
o b s e r v e d  i n  a c t i v a t e d  T  c e l l s  t h a t  w a s  i n d u c e d  b y  N K  c e l l s  w a s  d u e  t o  i n c r e a s e d  
e x p r e s s i o n  o f  p 2 1  ( T r i v e d i  e t  a1 2 0 0 5 ) .  A n o t h e r  r e p o r t  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c e l l  
c y c l e  i n h i b i t o r  p 2 7  r e g u l a t e s  T  c e l l  p r o g r e s s i o n  i n  a n  I L - 2  d e p e n d e n t  a n d  i n d e p e n d e n t  
m a n n e r  ( A p p l e m a n  e t  a 1  2 0 0 0 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e s e  s t u d i e s  l e d  t o  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  
w h e t h e r  t h e  T  c e l l  c y c l e  a r r e s t  ( G O I G 1  p h a s e )  o b s e r v e d  i n  l y m p h o c y t e s  f i - o m  H P I V 3  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  w a s  d u e  t o  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  c d k  i n h i b i t o r s ,  p 2 1  a n d  
p 2 7 .  T h e  l e v e l s  o f p 2 7  a n d  p 2 1  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
c o c u l t u r e d  w i t h  m i x e d  l e u k o c y t e s  o r  w i t h  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e s  w e r e  
a n a l y s e d .  I n t e r e s t i n g l y ,  N K  c e l l s  a p p e a r e d  t o  p a r t i a l l y  p r e v e n t  d e g r a d a t i o n  o f  p 2 7  b u t  
n o t  p 2 1  f i - o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  S i m i l a r  l e v e l s  o f  p 2 7  w e r e  o b s e r v e d  
f i - o m  b o t h  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e  a n d  u n s t i r n u l a t e d  l y m p h o c y t e s ,  w h i l e  
i n c r e a s e d  p 2 7  d e g r a d a t i o n  w a s  e v i d e n t  f i o m  t h e  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  t h a t  h a d  b e e n  
c o c u l t u r e d  w i t h  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e s  c o m p a r e d  t o  t h e  u n s t i m u l a t e d  
l y m p h o c y t e s .  A l s o ,  p 2 1  a n d  p 2 7  i n d u c e d  G O I G 1  a r r e s t  c a n  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  l o w  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  r e t i n o b l a s t o m a  ( R b )  p r o t e i n ,  w h i c h  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  
s e v e r a l  s t u d i e s  ( C h e n  e t  a1 2 0 0 4 ,  Y a o  e t  a1 2 0 0 3 ) .  H e n c e ,  w e  i n v e s t i g a t e d  t h e  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  R b  f i - o m  o u r  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s .  T h e  h i g h  l e v e l  o f  p 2 7  o b s e r v e d  
f i - o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  e f f e c t  R b  p h o s p h o r y l a t i o n .  
H o w e v e r ,  a s  p h o s p h o r y l a t e d  R b  l e v e l s  w e r e  s o  l o w  i n  t h  a s s a y ,  w e  c a n n o t  
c a t e g o r i c a l l y  p r o v e  t h i s  s t a t e m e n t .  I n t e r e s t i n g l y ,  s i g n i f i c a n t  R b  p h o s p h o r y l a t i o n  w a s  
o b s e r v e d  f i - o m  a l l  t h e  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  t h e i r  
c o r r e s p o n d i n g  n o n -  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  T h u s ,  o u r  r e s u l t s  i m p l i c a t e  
t h a t  N K  c e l l s  m a y  e x e r t  a  m o r e  g e n e r a l ,  a n t i - p r o l i f e r a t i v e  r o l e  i n  c o n t r o l l i n g  i m m u n e  
r e s p o n s e s .  
I n  c o n c l u s i o n ,  w e  h a v e  i d e n t i f i e d  t h a t  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  f i - o m  H P I V 3  i n f e c t e d  
M L R  c o c u l t u r e s  a p p e a r  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  T  c e l l  i n h i b i t i o n  o b s e r v e d  f i o m  t h e s e  
i n f e c t e d  c o c u l t u r e s .  N K  c e l l  r e g u l a t i o n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  d i d  n o t  i n v o l v e  
c y t o t o x i c  m e a s u r e s  b u t  w a s  m e d i a t e d  t h r o u g h  d i r e c t  c e l l  c o n t a c t  d e p e n d e n t  
m e c h a n i s m s ,  w h i c h  u l t i m a t e l y  r e s u l t e d  i n  T  c e l l  c y c l e  a r r e s t  i n  t h e  G O / G 1  p h a s e ,  v i a  
a n  I L - 2  d e p e n d e n t  m e c h a n i s m  i n v o l v i n g  t h e  c e l l  c y c l e  i n h i b i t o r  p 2 7 .  T h u s ,  t h e  r o l e  o f  
N K  c e l l s  i n  H P I V 3  i n f e c t i o n s  c o u l d  b e  t o  l i r n i t  i m m u n o p a t h o l o g y  i n d u c e d  b y  o v e r  
z e a l o u s  i m m u n e  r e s p o n s e s ,  b u t  t h i s  r e s p o n s e  m a y  i n a d v e r t e n t l y  l e a d  t o  H P I V 3  
p e r s i s t e n c e  a n d  r e d u c e  t h e  m e m o r y  T  c e l l  r e p e r t o i r e ,  b y  l i m i t i n g  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  
I M M U N E  R E S P O N S E S  T O  A  N O V E L  R E P L I C A T I O N  
D E F I C I E N T  H P I V 3  V A C C I N E  
5 . 1  I N T R O D U C T I O N  
H u m a n  P a r a i n f l u e n z a  v i r u s  t y p e  3  ( H P I V 3 )  i s  a  m a j o r  c a u s e  o f  r e s p i r a t o r y  i l l n e s s  i n  
b o t h  a d u l t s  a n d  c h i l d r e n  ( C h a n o c k  e t  a1 2 0 0 1 ,  M a r x  e t  a1 1 9 9 9 ) .  D e s p i t e  y e a r s  o f  
r e s e a r c h ,  a  l i c e n s e d  v a c c i n e  f o r  H P I V 3  i s  s t i l l  u n a v a i l a b l e .  T h e  l a c k  o f  d u r a b l e  
i m m u n i t y ,  a n d  r e c u r r e n t  i n f e c t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  a n d  t h e  d e a r t h  o f  
u n d e r s t a n d i n g ,  r e g a r d i n g  i t s  c o m p l e x i t y  i n  t e r m s  o f  h o s t l v i r u s  r e l a t i o n s h i p ,  a r e  
o b s t a c l e s  t o  e f f e c t i v e  i m r n u n i s a t i o n .  T h i s  h a s  l e d  t o  s u c c e s s i v e  f a i l u r e s  i n  H P I V 3  
v a c c i n e  d e v e l o p m e n t .  I n i t i a l l y ,  i n a c t i v a t e d  v a c c i n e s  w e r e  d e v e l o p e d ,  s u c h  a s  t h e  
f o r m a l i n - k i l l e d  w h o l e  H P I V 1 ,  2  a n d  3  t r i v a l e n t  v a c c i n e  ( H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ,  F u l g i n i t i  e t  
a1 1 9 6 9 ) .  A l t h o u g h  c h i l d r e n  i m m u n i s e d  w i t h  t h i s  v a c c i n e ,  d e v e l o p e d  a n t i b o d i e s  t o  a l l  
s e r o t y p e s ,  t h e  l e v e l s  p r o d u c e d  w e r e  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  n a t u r a l  i n f e c t i o n ,  t h u s  
f a i l i n g  t o  p r o t e c t  c h i l d r e n  a g a i n s t  t h e s e  v i r a l  s t r a i n s  ( F u l g i n i t i  e t  a1 1 9 6 9 ) .  M o r e  
r e c e n t l y ,  t w o  l i v e  a t t e n u a t e d  H P I V 3  v a c c i n e s  a p p e a r  m o r e  p r o m i s i n g  ( D u r b i n  a n d  
K a r r o n  2 0 0 3 ) .  H P I V 3 c p 4 5  v a c c i n e  i s  a n  a t t e n u a t e d  H P I V 3  v a c c i n e  p r o d u c e d  b y  4 5  
p a s s a g e s  o f  t h e  v i r u s  i n  p r i m a r y  m o n k e y  k i d n e y  c e l l s  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s  ( B e l s h e  a n d  
H i s s o m  1 9 8 2 ) .  T h i s  v a c c i n e  w a s  s h o w n  b e  t o  i m m u n o g e n i c  a n d  s a f e  i n  s e r o n e g a t i v e  
c h i l d r e n  ( B e l s c h e  e t  a1 2 0 0 4 ) .  T h e  a n t i g e n i c a l l y  r e l a t e d  a t t e n u a t e d  b o v i n e  P I V 3  
v a c c i n e  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  p r o t e c t i v e ,  s a f e  a n d  i m m u n o g e n i c  i n  i n f a n t s  
( K a r r o n  e t  a1 1 9 9 5 ) .  H o w e v e r ,  b o t h  v a c c i n e  c a n d i d a t e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  
o v e r a t t e n u a t  e d  i n  a d u l t s  a n d  s e r o p o s i t i v e  c h i l d r e n  ( C l e m e n t s  e t  a1 1  9 9  1 ,  K a r r o n  e t  a1 
1 9 9 5 a ,  K a r r o n  e t  a1 1 9 9 5 ) .  A l s o ,  d u e  t o  M h e r  a d v a n c e s  i n  g e n e t i c  e n g i n e e r i n g ,  
r e c o m b i n a n t  D N A  t e c h n o l o g y  h a s  e n a b l e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c h i m e r i c  o r  h y b r i d  
v a c c i n e s  s u c h  a s  t h e  a t t e n u a t e d  b o v i n e - h u m a n  P I V 3  v i r u s  d e v e l o p e d  b y  H a l l e r  e t  a1 
( H a l l e r  e t  a1 2 0 0 0 ) .  T h i s  v a c c i n e  c o n s i s t s  o f  a  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  r e c o m b i n a n t  
b o v i n e  P I V 3  b a c k b o n e ,  c o n t a i n i n g  t h e  H N  a n d  F  g e n e s  o f  H P I V 3  a n d  w a s  s h o w n  t o  
b e  s a f e  a n d  p r o t e c t  a g a i n s t  c h a l l e n g e  w i t h  w i l d  t y p e  H P I V 3  i n  h a m s t e r s  ( H a l l e r  e t  a1 
2 0 0 0 ) .  T h u s ,  t h e s e  t e c h n o l o g i c a l  a d v a n c e s  i n  v a c c i n e  d e s i g n  s h o u l d  f a c i l i t a t e  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  i m p r o v e d  H P I V 3  v a c c i n e s .  
O n  t h i s  p r o j e c t ,  c o l l a b o r a t o r s  ( W o l f g a n g  N e u b e r t ,  M a x - P l a n c k - I n s t i t u t e  o f  
B i o c h e r n i s t y ,  M u n i c h ,  G e r m a n y  a n d  G r a z i a  C u s i ,  D e p a r t m e n t  o f  M o l e c u l a r  B i o l o g y ,  
S i e n a ,  I t a l y )  h a v e  d e v e l o p e d ,  a  n o v e l  s e n d a i  v i r u s  ( S e V )  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  v a c c i n e ,  
e x p r e s s i n g  R S V  F  a n d  H P I V 3  F  a n d  H N  g e n e s .  S e V  i s  t h e  m u r i n e  f o r m  o f  H P I V l  a n d  
i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  n o n - p a t h o g e n i c  i n  h u m a n s  ( B i t z e r  e t  a1 2 0 0 3 ) .  T h i s  r e p l i c a t i o n  
d e f i c i e n t  S e V  v e c t o r ,  h a s  a  t r u n c a t e d  P  g e n e ,  w h i c h  i s  n e e d e d  f o r  v i r u s  r e p l i c a t i o n ,  
e n a b l i n g  t h e  v a c c i n e  t o  b e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  a n d  s o  p r o v i d i n g  e s s e n t i a l  s a f e t y  
f e a t u r e s  t o  t h e  v a c c i n e ' s  d e s i g n .  T h e n  i n s e r t e d  i n t o  i t s  g e n o m e  a r e  c h i m e r i c  H P I V 3  F  
a n d  H N  g e n e s  a n d  a  m u t a t e d  R S V  F  g e n e ,  w h i c h  a r e  m a j o r  g l y c o p r o t e i n s  o f  t h e s e  
v i r u s e s  a n d  a r e  i m p o r t a n t  v i r a l  e p i t o p e s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n d u c i n g  p r o t e c t i v e  i m m u n i t y  
( C h a n o c k  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  c h i e f  o b j e c t i v e  w a s  t o  c o m p a r e  i m m u n e  
r e s p o n s e s  t o  t h i s  n o v e l  S e V  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  v a c c i n e  i n  b o t h  t h e  h u m a n  e x  v i v o  
m o d e l  a n d  a  m u r i n e  i n  v i v o  m o d e l .  A l t h o u g h  H P I V 3  d o e s  n o t  r e p l i c a t e  e f f i c i e n t l y  i n  
m i c e ,  t h  m o d e l  p r o v i d e s  a  g o o d  r e a d o u t  f o r  i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e s  i n  v i v o .  O u r  
f o c u s  w a s  m a i n l y  o n  t h e  H P I V 3  c o m p o n e n t  o f  t h e  v a c c i n e  a n d  i t s  i m m u n e  r e s p o n s e s  
i n  v i v o ,  i n  t e r m s  o f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  a n d  T  c e l l  r e s p o n s e s .  T r i a l  v a c c i n e  c o n t r u c t s  
w e r e  f i r s t l y  a n a l y s e d  f o r  t h e i r  i m m u n o g e n i c i t y  i n  v i v o ,  t o  e n a b l e  b a c k g r o u n d  
i n f o r m a t i o n  t o  b e  g a t h e r e d  f o r  e f f i c i e n t  v a c c i n e  d e s i g n .  V i r o s o m e s ,  w h i c h  a r e  e m p t y  
v i r u s e s  t h a t  c o n t a i n  o n l y  e n v e l o p  p r o t e i n s  w e r e  c o n s i d e r e d  a s  p o s s i b l e  v e c t o r s  f o r  
d e l i v e r i n g  t h e  v a c c i n e ,  a s  t h e y  c a n  p r o v i d e  e s s e n t i a l  a d j u v a n t  p r o p e r t i e s ,  r e q u i r e d  f o r  
p o o r l y  i m m u n o s t i m u l a t o r y  v a c c i n e s .  T h u s ,  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  t o  d i f f e r e n t  v i r o s o m e s  
w a s  a l s o  a s s e s s e d  f i - o m  t h e  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l .  P r e v i o u s  s t u d i e s  u s i n g  t h e  h u m a n  e x  
v i v o  m o d e l ,  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  H P I V 3  c a n  i n h i b i t  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f i - o m  m i x e d  
l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  T h e r e f o r e ,  b y  t h o r o u g h l y  i n v e s t i g a t i n g  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h e  
v a c c i n e  i n  v i v o  a n d  i n  t h e  d e v e l o p e d  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l ,  i t  w a s  h o p e d  t h a t  t h i s  
w o u l d  d e m o n s t r a t e  i f  t h e  v a c c i n e  c o u l d  p o s s i b l y  c i r c u m v e n t  t h e  T  c e l l  s u p p r e s s i v e  
i m m u n e  r e s p o n s e s  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  
5 . 2  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
T a b l e  5 . 2 . 1  A d d i t i o n a l  r e a g e n t s  t o  t a b l e  2 . 2 . 1  ( c h a p t e r  2 )  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  
5 . 2 . 1  I n  v i v o  a n i m a l  s t u d i e s  
P r o d u c t  C a t a l o g  #  C o m p a n y  
p u r i f i e d  a n t i  m o u s e  C D 3  
S i x - w e e k  o l d  f e m a l e  B a l b l c  m i c e  w e r e  p u r c h a s e d  f i o m  H a r l a n  U K  L i m i t e d  a n d  w e r e  
h o u s e d  i n  p a t h o g e n - f i e e  c o n d i t i o n s .  A l l  i m m u n i s a t i o n s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  c a r r i e d  o u t  
t w o  w e e k s  p o s t  d e l i v e r y .  E a c h  m o u s e  ( -  2 0 g )  r e c e i v e d  2 0 0 ~ 1  a n a e s t h e t i c s ,  w h i c h  
w e r e  a d m i n i s t e r e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y ,  p r i o r  t o  i m m u n i s a t i o n .  A n a e s t h e t i c s  w e r e  
p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  0.51111 k e t a m i n e  +  0 . 2 5 m l  x y l a z i n e  +  4.251111 d i l u e n t  ( 0 . 9 %  s t e r i l e  
s o d i u m  c h l o r i d e  i n  d i s t i l l e d  w a t e r ) .  I n  a l l  e x p e r i m e n t s  e i t h e r  i n t r a n a s a l  ( i . n )  o r  
i n t r a p e r i t o n e a l  ( i . p )  i m m u n i s a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  a n d  a n i m a l s  w e r e  r e b o o s t e d  t w o  
w e e k s  p r i o r  t o  s a c r a f i c e ,  o n  d a y  3 5 .  
H R P - r a t  a n t i  m o u s e  I g G  
M o u s e  l F N g  d u o s e t  E L l S A  k i t  
M o u s e  I L - 5  d u o s e t  E L l S A  k i t  
B i c a r b o n a t e  b u f f e r  c a p s u l e s  
7 0 p m  c e l l  s t r a i n e r  
V e t a l a r  V  ( k e t a m i n e )  
C h a n a z i n e  ( 2 % ) / x y l a z i n e  ( 2 % )  
5 . 2 . 1 . 1  I r n m u n i s a t i o n s  
5 . 2 . 1 . 1 . 1  E x p e r i m e n t  1 :  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  S e V  w i l d  t y p e  a n d  S e V  
e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  H P I V 3  F  a n d  H N  g e n e s  
4 0 9 9 0 5 7 2  
D Y 4 8 5  
D Y 4 0 5  
C 3 0 4 1  
3 5 2 3 5 0  
2 3 1  1 1  
L 1 8 3 7 6 l B  
M i c e  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  e i t h e r  s e n d a i  v i r u s  ( S e V )  w i l d  t y p e  ( w t )  o r  w i t h  S e V  
e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  H P I V 3  p r o t e i n s  F  a n d  H N  ( p r o d u c e d  b y  o u r  c o l l a b o r a t o r s  
W o l f g a n g  N e u b e r t ,  M a x - P l a n c k - I n s t i t u t e  o f  B i o c h e m i s t y ,  M u n i c h ,  G e r m a n y  a n d  
G r a z i a  C u s i ,  D e p a r t m e n t  o f  M o l e c u l a r  B i o l o g y ,  S i e n a ,  I t a l y ) .  C h i m e r a  1  ( c h )  =  H N  
( c o m p o s e d  o f  H P I V 3  e c t o d o m a i n  a n d  S e V  t r a n s m e m b r a n e  a n d  c y t o p l a s m i c  d o m a i n s )  
Z y m e d  l a b o r a t o r i e s  I n c . , S a n  F r a n c i s c o ,  U S A  
R & D  S y s t e m s  E u r o p e  L t d . ,  O x o n ,  U K  
R & D  S y s t e m s  E u r o p e  L t d . ,  O x o n ,  U K  
S i g m a - A l d r i c h ,  D u b l i n  2 4 ,  I r e l a n d  
B D  B i o s c i e n c e s  E u r o p e ,  B e l g i u m  
~ i o r e s o u r c e  U n i t ,  T C D  
B i o r e s o u r c e  U n i t ,  T C D  
a n d  c h i m e r a  3  =  F  ( c o m p o s e d  o f  H P I V 3  e c t o d o m a i n  a n d  S e V  t r a n s m e m b r a n e  a n d  
c y t o p l a s m i c  d o m a i n s ) .  
S e V  e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  H P I V 3  F  a n d  H N :  
S e V  g e n o m e  s t r u c t u r e :  3 ' -  l d -  
M e t h o d  
S e V  w t  ( s t o c k =  7 2 7 x 1  o 6  p  W m l )  a n d  S e V  ( c h l  + c h 3 )  ( s t o c k =  1  5 0 x 1  o 6  p  W m l )  w e r e  
d i l u t e d  t o  1 x 1  o 7  p f u l m l  a n d  1 x 1  o 5  p W m l  i n  d i l u e n t  ( 0 . 1  %  s t e r i l e  B S A  i n  P B S ) .  F o r  
i . n  i m r n u n i s a t i o n s ,  u n i t s  w e r e  g i v e n  3 0 p 1  o f  v i r u s  p e r  n o s e  a n d  f o r  i . p  m m u n i s a t i o n s ,  
u n i t s  w e r e  i n j e c t e d  w i t h  1 5 0 ~ 1  o f  v i r u s .  E i g h t  g r o u p s  a l t o g e t h e r  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  
f o u r  u n i t s  p e r  g r o u p  ( t a b l e  5 . 2 . 2 )  
N  
1  I m m u n i s a t i o n  
P  
T a b l e  5 . 2 . 2  S u m m a r i s e s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  u s e d  f o r  e x p e r i m e n t  1 .  
G r o u p  
i e .  P B S )  
M  F  
C o n c e n t r a t i o n  I n t r a n a s a l  
1 )  C o n t r o l  ( d i l u e n t  
I  I n t r a p e r i t o n e a l  
H N  
_  
3 )  S e V  w t  
4 ) S e V ( c h l + c h 3 )  
5 )  S e V  ( c h l + c h 3 )  
6 )  C o n t r o l  
7 )  S e V  w t  
8 )  S e V  ( c h l + c h 3 )  
I m r n u n i s a t i o n  
L  - t r - 5 '  
( 3 0 ~ 1 )  
Y e s  
Y e s  
1  x i  o 5  
1 x 1 0 ~  
1 x 1 0 ~  
-  
1 x 1 0 '  
1 x 1  o 7  
Y e s  
Y e s  
Y e s  
Y e s  
-  
-  
+  
Y e s  
D a y  3 5 ,  m i c e  w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  s p l e e n s  a n d  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  t a k e n .  S p l e e n s  a n d  
w e r e  i s o l a t e d  i n t o  c o m p l e t e  R P M I  a n d  m a s h e d  t h r o u g h  7 0 p m  f i l t e r s .  F i l t e r s  w e r e  
w a s h e d  w i t h  - 3 m l  c R P M I  a n d  s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 r p m  f o r  7 r n i n s .  
S u p e r n a t a n t s  w e r e  d e c a n t e d  a n d  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  2 n d  c R P M I .  C e l l s  w e r e  
c o u n t e d  ( 1  : 5 0  d i l u t i o n )  u s i n g  E B I A O  s t a i n i n g  ( s e c t i o n  2 . 2 . 2 )  a n d  p l a t e d  i n  t r i p l i c a t e  
w e l l s  a t  2 x 1  ~ ~ c e l l s l m l  o n 9 6  w e l l  p l a t e s .  A f  e r  a  t h r e e  d a y  i n c u b a t i o n ,  s u p e r n a t a n t s  
w e r e  h a r v e s t e d  f t o m  c e l l s  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  i n  m i c r o t u b e s  a n d  l e f  t o  s t a n d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  l h ,  
f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  4OC f o r  l h .  S a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 3 0 0 0 r p m  f o r  
5 m i n s  a n d  t h e  c l e a r  u p p e r  l a y e r  o r  s e r u m  ( I g G )  w a s  r e m o v e d  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0 ° C .  
T  c e l l  r e s p o n s e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  b y  r e s t i m u l a t i n g  c e l l s  f r o m  s p l e e n s  w i t h  p a r t i c u l a r  
a n t i g e n s .  U V  i n a c t i v a t e d  ( 2 0 m i n s )  S e V  w t  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1  o 6  p W m l  a n d  
1 x 1 0 ~  p f d m l  a n d  B P L  ( P - p r o p i o l a c t o n e )  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  ( s t o c k = 9 m g / m l )  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 ,  5  a n d  1  p g l m l  w e r e  u s e d  a s  a n t i g e n s .  P M A  ( c o n c e n t r a t i o n  o f  
2 5 n g l m l )  a n d  a n t i - m o u s e  C D 3  m A b  ( c o n c e n t r a t i o n  o f  1  p g l m l )  w e r e  d i l u t e d  i n  c R P M I  
a n d  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  
5 . 2 . 1 . 1 . 2  E x p e r i m e n t  2 :  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  w i l d  t y p e  S e V  a n d  a  
r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e V  v e c t o r  ( S e V V )  
M i c e  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  e i t h e r  S e V  w t  o r  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e V  v e c t o r  ( S e w )  
p r o d u c e d  b y  W o l f g a n g  N e u b e r t  a n d  S a s c h a  B o s s o w ,  M a x - P l a n c k - I n s t i t u t e  o f  
B i o c h e m i s t y ,  M u n i c h .  T h i s  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  e x p r e s s e d  a  t r u n c a t e d  P  g e n e  
( A 2 - 7 7 ) .  T h e  t r u n c a t e d  P  g e n e  i n h i b i t s  v i r u s  r e p l i c a t i o n ,  a s  f u n c t i o n a l  P ,  a l o n g  w i t h  L  
a n d  N ,  a r e  r e q u i r e d  f o r  v i r u s  r e p l i c a t i o n .  F o r  a m p l i f i c a t i o n  p u r p o s e s ,  t l v s  S e w  a l s o  
e x p r e s s e d  a  m u t a t e d  F  g e n e ,  w h i c h  e n a b l e d  t h e  v i r u s  t o  i n f e c t  m a n y  d i f f e r e n t  c e l l  
t y p e s ,  a s  u s u a l l y  i n f e c t i o n  i s  r e s t r i c t e d  t o  e p i t h e l i a l  c e l l s  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t ,  w h i c h  
c o n t a i n  t r y p t a s e  c l a r a  ( t r y p s i n - l i k e  p r o t e a s e ) ,  r e q u i r e d  t o  a c t i v a t e  F .  T h e r e f o r e ,  t h i s  
m u t a t e d  F  g e n e  h a s  p u r p o s e l y  b e e n  d e s i g n e d  t o  o v e r c o m e  c e l l  t r o p i s m ,  p e r m i t t i n g  F  
a c t i v a t i o n  b y  a n  u b i q u i t o u s l y  e x p r e s s e d  p r o t e a s e ,  f u r i n ,  i n s t e a d .  
S e V V  g e n o m e  s t r u c t u r e :  3 ' -  l d -  
- t r - 5 '  
S e V  w t  a n d  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e V V  ( s t o c k =  2 6 x 1  o 6  c i u  [ c e l l  i n f e c t i o u s  
u n i t s l l m l )  w e r e  d i l u t e d  t o  1  X I  o 7  a n d  1  X I  o 5  p f u  o r  c i u / m l  i n  d i l u e n t .  A l l  u n i t s  w e r e  
i m m u n i s e d  i n t r a n a s a l l y  a n d  e a c h  g r o u p  c o n t a i n e d  f o u r  u n i t s  ( t a b l e  5 . 2 . 3 ) .  
T a b l e  5 . 2 . 2  S u m m a r i s e s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  u s e d  f o r  e x p e r i m e n t  2 .  
D a y  3 5 ,  u n i t s  w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  s p l e e n s  a n d  s e r u m  w e r e  i s o l a t e d  a n d  t r e a t e d  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e .  U V  i n a c t i v a t e d  S e V  w t  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1  o 6  p f u l r n l  a n d  
1 x 1 0 ~  p W m l  w a s  u s e d  t o  r e s t i m u l a t e  T  c e l l s  f i o m  s p l e e n s  a n d  l y m p h  n o d e s  a n d  P M A  
a n d  a C D 3  ( c o n c e n t r a t i o n s  a s  f o r  e x p e r i m e n t  1 )  w e r e  u s e d  a s  p o s i t i v e  c o n t r o l s .  
G r o u p  
1 )  C o n t r o l  ( P B S )  
2 )  S e V  w t  
3 )  S e V  w t  
4 )  R e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  
5 )  R e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  
5 . 2 . 1 . 1 . 3  E x p e r i m e n t  3 :  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  
f i n a l  v a c c i n e  
M i c e  w e r e  i n t r a n a s a l l y  i m m u n i s e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  h a 1  v a c c i n e  
( S e P I V 4 7 E )  p r o d u c e d  b y  W o l f g a n g  N e u b e r t  a n d  S a s c h a  B o s s o w ,  M a x - P l a n c k -  
I n s t i t u t e  o f  B i o c h e m i s t y ,  M u n i c h .  S e P I V 4 7 E  c o n t a i n e d  b o t h  c h i m e r a  1  a n d  3  a n d  t h e  
m u t a t e d  F  g e n e  f i o m  R S V  l a c k i n g  t h e  t r a n s m e m b r a n e  a n d  c y t o p l a s m i c  d o m a i n s  
w h i c h  w a s  i n s e r t e d  b e h i n d  t h e  P  g e n e .  
C o n c e n t r a t i o n  
+  
1 x 1 0 ~  p W m l  
1 x 1  o 5  ~ f u l m l  
1 x 1  0 '  c i u l m l  
1  X I  o 5  c i u / m l  
I n t r a n a s a l  
I m m u n i s a t i o n  ( 3 0 ~ 1 )  
Y e s  
Y e s  
Y e s  
Y e s  
Y e s  
t  
S e P I V 4 7 E  g e n o m e  s t r u c t u r e :  
M e t h o d  
S e P I V 4 7 E  ( s t o c k =  3 . 6 ~ 1 0 '  c i u l m l )  w a s  d i l u t e d  t o  1 x 1 0 ~  a n d  1 x 1 0 ~  c i d u n i t  i n  
d i l u e n t  a n d  a d m i n i s t e r e d  i n t r a n a s a l l y .  E a c h  g r o u p  c o n t a i n e d  f i v e  u n i t s  ( t a b l e  5 . 2 . 4 ) .  
T a b l e  5 . 2 . 2  S u m m a r i s e s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  u s e d  f o r  e x p e r i m e n t  3 .  
D a y  3 5 ,  u n i t s  w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  s p l e e n s  a n d  s e r u m  w e r e  i s o l a t e d  a n d  t r e a t e d  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e .  U V  i n a c t i v a t e d  S e V  w t  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1  o 6  p f i h n l  a n d  
1 x 1  o 4  p W m l  a n d  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 , 5  a n d  1  p g l m l  
w e r e  u s e d  a s  a n t i g e n s  t o  r e s t i m u l a t e  T  c e l l s  f i o m  s p l e e n s  a n d  l y m p h  n o d e s  a n d  P M A  
a n d  a C D 3  ( c o n c e n t r a t i o n s  a s  f o r  e x p e r i m e n t  1 )  w e r e  u s e d  a s  p o s i t i v e  c o n t r o l  a n t i g e n s .  
G r o u p  
1 )  C o n t r o l  ( d i l u e n t  i e .  P B S )  
2 )  S e P I V 4 7 E  
3 )  S e P I V 4 7 E  
5 . 2 . 1 . 1 . 4  E x p e r i m e n t  4 :  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  
v a c c i n e  
M i c e  w e r e  i m r n u n i s e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  v a c c i n e  ( S e P I V 5 6 )  p r o d u c e d  
b y  W o l f g a n g  N e u b e r t  a n d  S a s c h a  B o s s o w ,  M a x - P l a n c k - I n s t i t u t e  o f  B i o c h e m i s t y ,  
M u n i c h .  S e P I V 5 6  c o n t a i n e d  b o t h  c h i m e r a  1  a n d  3  a n d  t h e  m u t a t e d  F  g e n e  f i o m  R S V  
w h i c h  w a s  i n s e r t e d  b e h i n d  a  t r u n c a t e d  P  g e n e  ( A 2 - 7 7 ) .  T h e  t r u n c a t e d  P  g e n e  i n h i b i t s  
v i r u s  r e p l i c a t i o n .  
C o n c e n t r a t i o n  
( c i u l u n i t )  
-  
1 x 1  0 '  
1 x 1 0 ~  
I n t r a n a s a l  I m m u n i s a t i o n  
( 3 0  ~ 1 )  
Y e s  
Y e s  
Y e s  
S e P I V 5 6  g e n o m e  s t r u c t u r e :  
M e t h o d  
D u e  t o  l i r m t e d  s t o c k s ,  S e P I V 5 6  ( s t o c k =  4 . 3 6 ~ 1 0 ~ c i u / m l )  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
1 . 3 ~ 1 0 '  a n d  1 . 3 ~ 1  o 4  c i d u n i t  w a s  p r e p a r e d  a n d  a d m i n i s t e r e d  i n t r a n a s a l l y .  E a c h  g r o u p  
c o n t a i n e d  f i v e  u n i t s  ( t a b l e  5 . 2 . 5 ) .  
T a b l e  5 . 2 . 2  S u m m a r i s e s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  u s e d  f o r  e x p e r i m e n t  4 .  
D a y  3 5 ,  u n i t s  w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  s p l e e n s  a n d  s e r u m  w e r e  i s o l a t e d  a n d  t r e a t e d  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e .  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 ,  5  a n d  1  p g l m l  w a s  
u s e d  t o  r e s t i m u l a t e  T  c e l l s  f i o m  s p l e e n s  a n d  l y m p h  n o d e s  a n d  P M A  a n d  a C D 3  
( c o n c e n t r a t i o n s  a s  f o r  e x p e r i m e n t  1 )  w e r e  u s e d  a s  p o s i t i v e  c o n t r o l s .  
G r o u p  
1 )  C o n t r o l  ( d i l u e n t  i e .  P B S )  
2 )  S e P I V 5 6  
3 )  S e P I V 5 6  
5 . 2 . 2  A n t i b o d y  E L I S A  
B a c k g r o u n d  
C o n c e n t r a t i o n  
( c i u l u n i t )  
-  
1  . 3 x 1 0 5  
1 . 3 ~ 1 0 ~  
A n  i n d i r e c t  E L I S A  c a n  b e  u s e d  t o  q u a n t i f l  t h e  a m o u n t  o f  a n t i b o d y  p r o d u c e d  i n  a  
s a m p l e .  I n d i r e c t  E L I S A s  a r e  s i m i l a r  t o  s a n d w i c h  E L I S A s  ( s e c t i o n  2 . 2 . 9 )  b u t  i n s t e a d  
o f  c o a t i n g  t h e  9 6  w e l l  p l a t e  w i t h  a  m A b ,  t h e  p l a t e  i s  c o a t e d  w i t h  a  p a r t i c u l a r  a n t i g e n ,  
k n o w n  t o  i n d u c e  t h e  a n t i b o d y  t o  b e  d e t e c t e d  ( f i g u r e  5 . 2 . 1 ) .  T h e  a n t i b o d y  s a m p l e  i s  
t h e n  a d d e d  t o  t h e  w e l l s  o n  t h e  p l a t e ,  w h e r e  i t  b i n d s  t o  i t s  p a r t i c u l a r  a n t i g e n .  F o r  
I n t r a n a s a l  I m m u n i s a t i o n  
( 3 0 ~ 1 )  
Y e s  
Y e s  
Y e s  
d e t e c t i o n ,  a n  e n z y m e - l i n k e d  a n t i b o d y  ( s u c h  a s  a  H R P - c o n j u g a t e d  A b )  s p e c i f i c  f o r  t h e  
a n t i b o d y  o f  i n t e r e s t  i s  a d d e d  t o  t h e  p l a t e ,  f o l l o w e d  b y  a  s u b s t r a t e  ( s u c h  a s  T M B ) .  T h e  
e n z y m e  c a t a l y s e s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e  i n t o  a  c o l o u r e d  p r o d u c t ,  w h i c h  i s  
d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  a n t i b o d y  p r e s e n t .  
A n t i g e n -  
c o a t c d  w e l l  
S p e c i f i c  a n t i b u d y  
I > i r i d s  t o  a r i . t i g o i  
E n r y  m e l i n k e d  
a n t i b o d y  h i n d s  t o  
. s ~ p e c i f i c  a n t i b o d y  
S u b s t r a t e  i 5  a d d 4  a n d  
c o n v c r t c d  b y  c ~ i z y n i c  i n t o  
c o l o r e d  p r o d u c t ;  t h e  r a t e  
o f  c o l o r  f o r m a t i o n  i s  
p r u p u r t i o n a l  t u  t h e  a m o u n t  
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5 . 2 . 2 . 1  I g G  E L I S A  
9 6  w e l l  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  a n t i g e n  ( i n a c t i v a t e d  v i r u s )  d i s s o l v e d  i n  b i c a r b o n a t e  
b u f f e r  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  p g / m l ( l O O p V w e l l )  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4OC. T h e  
f o l l o w i n g  d a y ,  p l a t e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  i n  1 X  P B S ,  c o n t a i n i n g  0 . 0 5 %  T W E E N  
a n d  w e r e  b l o c k e d  w i t h  1  %  B S A  i n  b i c a r b o n a t e  b u f f e r  ( 2 0 0 p V w e l l )  f o r  2 h  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  P l a t e s  w e r e  w a s h e d  a g a i n  a n d  s a m p l e s  ( s e r u m  o r  l u n g )  w e r e  p l a t e d  
a t  1 / 5 0  d i l u t i o n s  ( 5 0 p l  b i c a r b o n a t e  b u f f e r  w a s  f i r s t l y  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  o f  t h e  9 6  w e l l  
p l a t e .  S a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  1 / 2 5  w i t h  b i c a r b o n a t e  b u f f e r  [ i . e .  8 p 1  s a m p l e  +  1 9 2 p 1  
b i c a r b o n a t e  b u f f e r ]  a n d  5 0 p 1  o f  d i l u t e d  s a m p l e s  w e r e  a d d e d  t o  t r i p l i c a t e  w e l l s  a t  t h e  
t o p  o f  t h e  p l a t e  c o n t a i n i n g  5 0 p 1  b i c a r b o n a t e  b u f f e r ) .  S a m p l e s  w e r e  m i x e d  a n d  d i l u t e d  
1 1 2  ( d o u b l i n g  d i l u t i o n s )  d o w n  t h e  9 6  w e l l  p l a t e  a n d  l e R  t o  i n c u b a t e  o v e r n i g h t  a t  4OC. 
T h e  p l a t e s  w e r e  w a s h e d  a g a i n  a n d  I g G  ( s e r u m )  a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  a s  f o l l o w s :  
I g G :  H R P - r a t  a n t i - m o u s e  I g G  A b  w a s  d i l u t e d  1 1 5 0 0  i n  b i c a r b o n a t e  b u f f e r  
( 1  0 0 p V w e l l )  a n d  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2 h .  P l a t e s  w e r e  w a s h e d  a g a i n  a n d  
a n t i b o d y  w a s  d e t e c t e d  u s i n g  T M B  ( 1  0 0 p V w e l l ) .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  
s u l p h u r i c  a c i d  t o  t h e  p l a t e  a n d  s a m p l e s  w e r e  r e a d  a t  4 5 0 n m  i n  t h e  p l a t e  r e a d e r .  
5 . 2 . 2 . 2  C a l c u l a t i n g  r e s u l t s  
T h e  o p t i c a l  d e n s i t y  ( O D )  m e a n  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  X  2  ( 2 S D )  o f  t h e  c o n t r o l  
s a m p l e s  ( u s u a l l y  P B S )  a r e  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  s t a n d a r d  l i n e .  O n  a  g r a p h ,  t h e  O D  
v a l u e s  w e r e  p l o t t e d  ( y  a x i s )  a g a i n s t  l o g l o  o f  t h e  r e c i p r o c a l  e n d  p o i n t  t i t r e  ( x  a x i s )  
( l o g l o  o f  t h e  r e c i p r o c a l  e n d  p o i n t  e . g .  1 1 4 0 0  i s  l o g l o  4 0 0 )  a n d  t h e  s t a n d a r d  l i n e  w a s  
d r a w n  o n  t h e  g r a p h .  T h e  v a l u e s  f o r  O D  v s  l o g  1 0  r e c i p r o c a l  e n d  p o i n t  f o r  e a c h  o f  t h e  
t e s t  s a m p l e s  w e r e  p l o t t e d  a n d  t h e  l i n e  o f  b e s t  f i t  t h o u g h  t h e s e  p o i n t s  w a s  d r a w n  u n t i l  
i t  t r a n s e c t e d  t h e  s t a n d a r d  o r  c o n t r o l  s a m p l e  l i n e .  A t  t h i s  p o i n t  a  p e r p e n d i c u l a r  l i n e  w a s  
d r a w n  d o w n  t o  r e a d  t h e  e n d  p o i n t  t i t r e  ( l o g l o  r e c i p r o c a l )  o f f  t h e  x  a x i s  f o r  e a c h  
s a m p l e .  
5 . 2 . 3  E L I S A  
M u r i n e  I F N y  a n d  I L - 5  D u o s e t  E L I S A  ( t a b l e  5 . 2 . 1 )  d e v e l o p m e n t a l  k i t s  ( s a n d w i c h  
E L I S A )  w e r e  u s e d  t o  q u a n t i f y  c y t o k i n e s  s e c r e t e d  i n t o  c e l l  s u p e r n a t a n t s .  E L I S A  k i t s  
w e r e  u s e d  i n  a c c o r d a n c e  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r s  i n s t r u c t i o n s  ( R & D )  a n d  s a m p l e  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  f i o m  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  f o r  e a c h  c y t o k i n e  ( s e c t i o n  
2 . 2 . 9 ) .  
5 . 2 . 4  H u m a n  e x  v i v o  i n f e c t i o n s  
H u m a n  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  ( 1 x 1  o 6  c e l l s l m l )  w e r e  c u l t u r e d  i n  c o m p l e t e  R P M I  o n  a  2 4  
w e l l  p l a t e  a n d  w e r e  s u b s e q u e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  U V  i n a c t i v a t e d  S e P I V 5 6 ,  l i v e  
S e P I V 5 6  a t  1  x 1  o 6  c i u / m l ,  H P I V 3  ( T C I D s o  1  0 6 / m l )  o r  i n f l u e n z a  v i r u s  ( T C I D s o  1  0 7 / m l ) .  
C D  1  4 +  m o n o c y t e s  w e r e  a l s o  i n f e c t e d  w i t h  i r n r n u n o p o t e n t i a t i n g  r e c o n s t i t u t e d  
v i r o s o m e s  ( I R V ) ,  w h i c h  a r e  e m p t y  v i r u s e s  t h a t  c o n t a i n  o n l y  e n v e l o p e  p r o t e i n s .  I R I V  
( i n f l u e n z a  v i r o s o m e :  s t o c k =  1 5 0 p g l m l ) ,  I R P V  ( H P I V 3  v i r o s o m e :  s t o c k =  1  O p g l m l )  
a n d  I R S V  ( S e V  v i r o s o m e :  s t o c k =  8 0 p g l m l )  w e r e  p r o d u c e d  b y  M a r i u s  L o e t s c h e r ,  
B e r n a  B i o t e c h  A G ,  S w i t z e r l a n d  a n d  w e r e  u s e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 p g l m l  t o  i n f e c t  
m o n o c y t e s .  C e l l s  w e r e  c u l t u r e d  f o r  2 h  a t  37OC a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 7  
( c h a p t e r  2 ) .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t o  r e m o v e  e x c e s s  v i r u s  a n d  
c u l t u r e d  f o r  a  M h e r  2 4 h .  
5 . 2 . 5  H u m a n  c o c u l t u r e  a s s a y s  
C o c u l t u r e s  o f  u n s t h u l a t  e d  C D  1  4 +  m o n o c y t e s  ( 2 x 1  0' c e I l s / m l )  a n d  v i r u s  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s  a n d  a l l o g e n e i c  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  o r  m i x e d  l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R :  
C D  1  4 -  p o p u l a t i o n )  w e r e  p e r f o r m e d  a t  1  :  1  0  r a t i o s  ( Z X  1  0' c e l l s i m l )  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s  
( r e f e r  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 1 0 )  o n  9 6  w e l l  p l a t e s .  
5 . 2 . 6  3 ~ - ~ h y m i d i n e  P r o l i f e r a t i o n  
A f t e r  5  d a y s ,  p r o l i f e r a t i o n  w a s  e v a l u a t e d  b y  a d d i n g  2 . 5 p C V w e I l  ' H - t h y m i d i n e  t o  t h e  
w c u l t u r e s  f o r  t h e  l a s t  5 h  o f  i n c u b a t i o n .  C e l l s  & o m  t h e  9 6  w e l l  p l a t e  w e r e  t h e n  
h a r v e s t e d  o n t o  f i l t e r  m a t s  a n d  a n a l y s e d  o n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r ,  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d  ( s e e  s e c t i o n  2 . 2 . 1  I ) .  
5 . 3  R E S U L T S  
5 . 3 . 1  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  S e V  w i l d  t y p e  a n d  S e V  e x p r e s s i n g  
c h i m e r i c  H P I V 3  F  a n d  H N  g e n e s  
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  i n v o l v e d  e x a m i n i n g  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  d i f f e r e n t  v a c c i n e  
c o m p o n e n t s  o r  c o n s t r u c t s .  F i r s t l y ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  i n v e s t i g a t e  i f  t h e r e  w a s  c r o s s  
r e a c t i v i t y  b e t w e e n  S e V  a n d  H P I V 3  a n t i g e n s .  B a l b l c  m i c e  r e c e i v e d  e i t h e r  i . n  o r  i . p  
i m m u n i s a t i o n s  w i t h  S e V  w t  a n d  S e V  e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  H P I V 3  F  a n d  H N  g e n e s .  A s  
e x p e c t e d ,  h i g h  l e v e l s  o f  a n t i - S e V  s e r u m  I g G  w e r e  p r o d u c e d  i n  v i v o  i n  r e s p o n s e  t o  i . n  
i n f e c t i o n s  a t  t h e  h i g h e r  d o s e  o f  S e V  ( l o 7 )  c o m p a r e d  t o  t h e  l o w e r  d o s e  ( l o 5 ) ,  w h i l e  
m o d e r a t e  l e v e l s  o f  l g G  w e r e  o n l y  d e t e c t e d  i n  s e r u m  f i o m  t h e  c h i m e r i c  S e V  a t  t h e  
h i g h e r  d o s e  ( l o 7 )  o f  i n f e c t i o n ,  w h e n  U V  i n a c t i v a t e d  w h o l e  S e V  a n t i g e n  w a s  u s e d  f o r  
d e t e c t i o n  ( f i g u r e  5 . 3 . 1 A ) .  H o w e v e r ,  w h e n  B P L  i n a c t i v a t e d  w h o l e  H P I V 3  a n t i g e n  w a s  
u s e d  t o  d e t e c t  a n t i - H P I V 3  s e r u m  s p e c i f i c  I g G ,  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I g G  w e r e  p r o d u c e d  
i n  s e r u m  s a m p l e s  f i o m  t h e  c h i m e r i c  S e V  a t  b o t h  c o n c e n t r a t i o n s  c o m p a r e d  t o  m o d e r a t e  
t o  l o w  t i t r e s  d e t e c t e d  i n  s e r u m  f i o m  t h e  S e V  w t  s a m p l e s  ( f i g u r e  5 . 3 . 1 B ) .  S i m i l a r  
r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  f i o m  t h e  s e r o l o g i c a l  s t u d i e s  p e r f o r m e d  o n  s e r u m  s a m p l e s  f i o m  
i . p  i m m u n i s a t i o n s  ( f i g u r e  5 . 3 . 1  C  a n d  D ) .  T h u s ,  S e V  a n d  c h i m e r i c  S e V  i n d u c e  p o t e n t  
a n t i b o d y  r e s p o n s e s  i n  m i c e .  A l s o ,  m o d e s t  l e v e l s  o f  c r o s s  r e a c t i v i t y  w e r e  o b s e r v e d  
b e t w e e n  S e V  a n d  H P I V 3  a n t i g e n s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  w h o l e  H P I V 3  c a n  b e  u s e d  t o  d e t e c t  
s e r u m  s p e c i f i c  H P I V 3  I g G  i n d u c e d  b y  F  a n d  H N  a n t i g e n s ,  w i t h o u t  m a j o r  c r o s s  
r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  S e V  b a c k b o n e .  
A n t i  S e V  w h o l e  I g G  
P B S  S e V  w t  1 0 f 7  S e V  w t  1 0 * 5  S e V ( c h l + c h 3 )  S e V ( c h l + c h J )  
1 0 * 7  1 0 A 5  
A n t i  H P I V 3  w h o l e  I g G  
P B S  S e V  w t  1 0 7  S e V  w t  1 0 * 5  S e V ( c h l + c h 3 ) 1 0 7  S e V ( c h l + c h 3 )  
1 0 * 5  
A n t i  S e V  w h o l e  I g G  
P B S  S e V  w t  1 0 7  S e V ( c h l + c h J )  1 0 * 7  
A n t i  H P I V 3  w h o l e  I g G  
P B S  S e V  w t  1 0 7  S e V ( c h l + c h 3 )  1 0 7  
F i g u r e  5 . 2 . 1  S e r o l o g i c a l  r e s p o n s e s  a g a i n s t  S e V  w t  a n d  S e V  e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  H P I V 3  F  ( c h 3 )  
a n d  H N  ( c h l )  g e n e s .  B a l b l c  m i c e  w e r e  i n t r a n a s a l l y  ( A  a n d  B )  a n d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  ( C  a n d  D )  
i m m u n i s e d  w i t h  S e V  a n d  S e V ( c h l + c h 3 )  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  1 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  
d a y  3 5 .  S e r u m  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 . 2 )  a n d  U V  i n a c t i v a t e d  S e V  ( A  a n d  C )  a n d  B P L  
i n a c t i v a t e d  H P I V 3  ( B  a n d  D )  a n t i g e n s  a t  1  p g l m l  w e r e  u s e d  t o  d e t e c t  w h o l e  I g G  b y  i n d i r e c t  E L I S A  
( s e c t i o n  5 . 2 . 2 ) .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  l o g l o  o f  t h e  r e c i p r o c a l  e n d  p o i n t  t i t r e  +  S E  f o r  e a c h  g r o u p  
i m m u n i s e d .  
T  c e l l  r e s p o n s e s  f i o m  m i c e  i m m u n i s e d  i n t r a n a s a l l y  a n d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  S e V  w t  
a n d  c h i m e r i c  S e V  w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  H i g h  l e v e l s  o f  I F N y  w e r e  s e c r e t e d  f i - o m  
m i c e  r e c e i v i n g  S e V  1  o 7  w h e n  s p l e n o c y t e s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  S e V  a n t i g e n  a t  b o t h  
c o n c e n t r a t i o n s ,  w h i l e  r e d u c e d  b u t  m o d e r a t e  l e v e l s  o f  I F N y  w e r e  p r o d u c e d  f i o m  
a n i m a l s  i m m u n i s e d  w i t h  c h i m e r i c  S e V  l o 7  ( f i g u r e  5 . 3 . 2 A  a n d  B ) .  I n  c o n t r a s t ,  
i n c r e a s e d  I F N y  p r o d u c t i o n  w a s  d e t e c t e d  a t  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  H P I V 3  a n t i g e n  
u s e d  t o  r e s t i m u l a t e  c e l l s  f i o m  c h i m e r i c  S e V  l o 7  i m m u n i s e d  m i c e  c o m p a r e d  t o  m i c e  
r e c e i v i n g  w i l d  t y p e  S e V  1  o 7  ( f i g u r e  5 . 3 . 2 A  a n d  B ) .  E l e v a t e d  l e v e l s  o f  I F N y  w e r e  a l s o  
p r o d u c e d  b y  b o t h  S e V  1  o 5  a n d  c h i m e r i c  S e V  1  0 '  i m m u n i s e d  a n i m a l ,  w h e n  t h e  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  S e V  a n t i g e n  w a s  u s e d  t o  r e s t i m u l a t e  c e l l s  ( f i g u r e  5 . 3 . 2 C  a n d  D ) .  
H o w e v e r ,  I F N y  p r o d u c t i o n  w a s  n o t i c e a b l y  i n c r e a s e d  i n  s u p e r n a t a n t s  f i - o m  s p l e n o c y t e s  
i s o l a t e d  f i o m  m i c e  i m m u n i s e d  w i t h  c h i m e r i c  S e V  1 0 '  c o m p a r e d  t o  w i l d  t y p e  S e V  1  o ' ,  
w h e n  s p l e n o c y t e s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  e i t h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  H P I V 3  a n t i g e n s  
( f i g u r e  5 . 3 . 2 C  a n d  D ) .  A l s o ,  l i t t l e  o r  n o  I F N y  w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p  e x c e p t  
f i - o m  t h e  p o l y c l o n a l l y  a c t i v a t e d  o r  p o s i t i v e  c o n t r o l  s a m p l e  ( f i g u r e  5 . 3 . 2 E ) .  A g a i n ,  
s i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b s e r v e d  f i o m  T  c e l l s  f o l l o w i n g  i . p  i m m u n i s a t i o n s ,  e x h i b i t i n g  
h i g h  I F N y  s e c r e t i o n  f r o m  s u p e r n a t a n t s  o f  c h i m e r i c  S e V  l o 7  c o m p a r e d  t o  w i l d  t y p e  
S e V  l o 7 ,  w h e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  H P I V 3  a n t i g e n s  ( f i g u r e  5 . 3 . 3 A - C ) .  I n  
a d d i t i o n  t o  I F N y  s e c r e t i o n  f i - o m  c e l l s ,  I L - 5  p r o d u c t i o n  w a s  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  
H o w e v e r ,  I L - 5  w a s  n o t  d e t e c t e d  i n  a n y  o f  t h e  i m m u n i s e d  o r  c o n t r o l  g r o u p s  ( a p p e n d i x  
6 A  a n d  B ) .  T h u s ,  S e V  w i l d  t y p e  a n d  c h i m e r i c  S e V  i n d u c e  p o l a r i s e d  T h l  r e s p o n s e s  i n  
m i c e  a n d  w h o l e  H P I V 3  a n t i g e n s  o n l y  i n d u c e  s t r o n g  I F N y  p r o d u c t i o n  f r o m  c h i m e r i c  
S e V  i r n m u n i s e d  m i c e ,  e x h i b i t i n g  l i t t l e  c r o s s  r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  S e V  b a c k b o n e .  
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F i g u r e  5 . 2 . 2  T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a n s a l  i n f e c t i o n  w i t h  S e V  a n d  S e V  e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  
H P I V 3  F  ( c h 3 )  a n d  H N  ( c h l )  g e n e s .  M i c e  w e r e  i m m u n i s e d  i n t r a n s a l l y  w i t h  S e V  a n d  S e V ( c h l + c h 3 )  
a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  1 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  
w i t h  W  i n a c t i v a t e d  S e V ,  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  A R e r  3  d a y s ,  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f r o m  ( A )  S e V  l o 7 ,  ( B )  S e V ( c h l + c h 3 )  l o 7 ,  ( C )  )  S e V  l o 5 ,  ( D )  
S e V ( c h l + c h 3 )  l o 5  a n d  ( E )  P B S  ( c o n t r o l )  c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I F N y  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  ( s e c t i o n  
5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e  p e r  g r o u p .  
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R g u r e  5 . 2 . 3  T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a p e r i t o n e a l  i n f e c t i o n  w i t h  S e V  a n d  S e V  e x p r e s s i n g  
c h i m e r i c  H P I V 3  F  ( c h 3 )  a n d  H N  ( c h l )  g e n e s .  M i c e  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  S e V  a n d  S e V ( c h l + c h 3 )  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  1 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  
U V  i n a c t i v a t e d  S e V ,  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  A f t e r  3  d a y s ,  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f r o m  ( A )  S e V  l o 7 ,  ( B )  S e V ( c h l + c h 3 )  l o 7  a n d  ( C )  P B S  ( c o n t r o l )  c u l t u r e s  
a n d  t e s t e d  f o r  I F N y  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  ( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  t  S D  f o r  
e a c h  s a m p l e  p e r  g r o u p .  
5 . 3 . 2  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  w i l d  t y p e  S e V  a n d  a  r e p l i c a t i o n  
d e f i c i e n t  S e V  v e c t o r  ( S e V V )  
N e x t  w e  i n v e s t i g a t e d  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  a  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e V V ,  w h i c h  h a d  
b e e n  m a d e  r e p l i c a t i o n  i n c o m p e t e n t  b y  t r u n c a t i n g  t h e  P  g e n e  a n d  c o m p a r e d  t h e s e  
r e s p o n s e s  t o  w i l d  t y p e  S e V .  T h e r e f o r e ,  m i c e  w e r e  i m m u n i s e d  i n t r a n a s a l l y  w i t h  S e V  
w t  a n d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  a n d  U V  i n a c t i v a t e d  S e V  w a s  u s e d  t o  
d e t e c t  s e r u m  I g G  p r o d u c e d .  N o t a b l y ,  h i g h  l e v e l s  o f  a n t i  S e V  s e r u m  I g G  w e r e  
p r o d u c e d  f i o m  m i c e  i n f e c t e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  a t  t h e  h i g h e r  d o s e  
( l o 7 ) ,  w h i c h  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  l e v e l s  p r o d u c e d  b y  w i l d  t y p e  S e V  l o 5  ( f i g u r e  
5 . 3 . 4 ) .  I n  c o n t r a s t ,  n o  s e r u m  I g G  w a s  d e t e c t e d  w h e n  t h e  l o w e r  d o s e  ( l o 5 )  o f  t h e  
r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  w a s  u s e d  t o  i m m u n i s e  m i c e .  T h e r e f o r e ,  t h e  r e p l i c a t i o n  
d e f i c i e n t  S e w  i n d u c e s  r o b u s t  I g G  p r o d u c t i o n  i n  m i c e ,  o n l y  w h e n  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  v e c t o r  a r e  u s e d  f o r  i n f e c t i o n s .  
A n t i  S e V  w h o l e  I g G  
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F i g u r e  5 . 3 . 4  S e r o l o g i c a l  r e s p o n s e s  a g a i n s t  a  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  ( F m u t )  a n d  w i l d  t y p e  S e V .  
M i c e  w e r e  i m m u n i s e d  i n t r a n a s a l l y  w i t h  a  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  ( F m u t )  a n d  S e V w t  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  2 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S e r u m  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 . 2 )  
a n d  U V  i n a c t i v a t e d  S e V  a n t i g e n  a t  1  p g l m l  w e r e  u s e d  t o  d e t e c t  w h o l e  I g G  b y  i n d i r e c t  E L I S A  
( s e c t i o n  5 . 2 . 2 ) .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  l o g l o  o f  t h e  r e c i p r o c a l  e n d  p o i n t  t i t r e  +  S E  f o r  e a c h  g r o u p  
i m m u n i s e d .  
F r o m  o u r  T  c e l l  s t u d i e s  o f  m i c e  i n t r a n a s a l l y  i m m u n i s e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  
S e w  o r  w i t h  S e V  w t ,  o n l y  m o d e s t  a m o u n t s  o f  I F N y  w e r e  p r o d u c e d  a t  b o t h  l o 7  a n d  
1 0 '  f i o m  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e V V  c o m p a r e d  t o  w i l d  t y p e  S e V  l o 5  ( f i g u r e  5 . 3 . 5 ) .  
A l s o ,  I L - 5  w a s  n o t  p r o d u c e d  f i o m  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  e i t h e r  i m m u n i s e d  o r  c o n t r o l  
c e l l s  ( a p p e n d i x  6 C ) .  S o ,  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  c a n  i n d u c e  o n l y  m o d e s t  I F N y  
s e c r e t i o n  f r o m  T  c e l l s ,  b u t  s t i l l  g e n e r a t e s  a  T h l  b i a s  s i m i l a r  t o  w i l d  t y p e  S e V .  
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F i g u r e  5 . 3 . 5  T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a n a s a l  i n f e c t i o n  w i t h  a  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  
( F m u t )  a n d  S e V  w t .  M i c e  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  a  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e W  ( F m u t )  a n d  S e V w t  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  2 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  
W  i n a c t i v a t e d  S e V  a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 )  a n d  c u l t u r e d  f o r  3  d a y s .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  P B S  ( c o n t r o l ) ,  S e V  l o 5 ,  s e v 1 0 7 ,  S e W  F m u t  l o 5  a n d  S e w  F m u t  
l o 7  c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I F N y  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  ( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  
c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e  p e r  g r o u p .  
5 . 3 . 3  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  f i n a l  
v a c c i n e  
S u b s e q u e n t l y ,  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  f i n a l  v a c c i n e  c o n s t r u c t  
S e P I V 4 7 E ,  w h i c h  e x p r e s s e s  a  m u t a t e d  R S V  F  g e n e  a n d  t h e  c h i m e r i c  H P I V 3  F  a n d  
H N  g e n e s  w e r e  e x a m i n e d .  M i c e  w e r e  i n t r a n a s a l l y  i r n m u n i s e d  w i t h  t w o  d i f f e r e n t  d o s e s  
o f  S e P I V 4 7 E  a n d  a g a i n  a n t i b o d y  a n d  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  t h i s  v a c c i n e  c o n t r u c t  w e r e  
i n v e s t i g a t e d .  R e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  S e P I V 4 7 E  i n d u c e d  h i g h  l e v e l s  o f  a n t i  H P I V 3  
s p e c i f i c  s e r u m  I g G  p r o d u c t i o n  i n  v i v o  w h e n  m i c e  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  t h e  h g h e r  d o s e  
( l o 7 )  o f t h e  v a c c i n e  c o m p a r e d  t o  t h e  l o w e r  d o s e  ( 1 0 ' )  ( f i g u r e  5 . 3 . 6 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  
r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  S e P I V 4 7 E  v a c c i n e  c a n  i n d u c e  r o b u s t  a n t i  H P I V 3  I g G  a t  h i g h  
i n f e c t i o u s  d o s e s .  
A n t i  H P I V 3  w h o l e  I g G  
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F i g u r e  5 . 3 . 6  S e r o l o g i c a l  r e s p o n s e s  a g a i n s t  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  f i n a l  v a c c i n e .  M i c e  w e r e  
i m m u n i s e d  i n t r a n a s a l l y  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  S e P I V 4 7 E  v a c c i n e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  
( e x p e r i m e n t  3 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S e r u m  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 . 2 )  a n d  B P L  
i n a c t i v a t e d  H P I V 3 a n t i g e n  a t  1  p g l m l  w e r e  u s e d  t o  d e t e c t  w h o l e  I g G  b y  i n d i r e c t  E L I S A  
( s e c t i o n  5 . 2 . 2 ) .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  l o g l o  o f  t h e  r e c i p r o c a l  e n d  p o i n t  t i t r e  +  S E  f o r  e a c h  g r o u p  
i m m u n i s e d .  
S p l e n o c y t e s  f i o m  m i c e  t h a t  w e r e  i n f e c t e d  a t  b o t h  d o s e s  o f  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  
S e P I V 4 7 E  v a c c i n e  a n d  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3 ,  s e c r e t e d  l a r g e  
a m o u n t s  o f  I F N y  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  h i g h e r  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  ( f i g u r e  5 . 3 . 7 A  
a n d  B ) .  M o d e s t  l e v e l s  o f  I F N y  w e r e  p r o d u c e d  f i o m  S e P I V 4 7 E  i m m u n i s e d  m i c e  w h e n  
c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  U V  i n a c t i v a t e d  S e V  1  0 6 ,  a s  t h e  v a c c i n e  b a c k b o n e  i s  S e V ,  
s o  m i n o r  r e s p o n s e s  t o  S e V  a r e  i n e v i t a b l e  ( f i g u r e  5 . 3 . 7 A  a n d  B ) .  F u r t h e r m o r e ,  l i t t l e  o r  
n o  I F N y  w a s  d e t e c t e d  f i o m  t h e  c o n t r o l  g r o u p  r e s t i m u l a t i o n s ,  d e m o n s t r a t i n g  a  l a c k  o f  
i m m u n e  r e s p o n s e  t o  t h e  m o c k  i n f e c t i o n s  ( f i g u r e  5 . 3 . 7 C ) .  I n  l i n e  w i t h  p r e v i o u s  
e x p e r i m e n t s ,  I L - 5  l e v e l s  w e r e  a l s o  t e s t e d  f r o m  c o n t r o l  a n d  i m m u n i s e d  c u l t u r e s ,  t o  
e x a m i n e  T h 2  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  H o w e v e r ,  n o  I L - 5  w a s  d e t e c t e d  i n  s u p e r n a t a n t s  
f i o m  a n y  g r o u p  ( a p p e n d i x  6 D ) .  T h u s ,  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  S e P I V 4 7 E  v a c c i n e  
i n d u c e s  s t r o n g  p o l a r i s e d  T h l  r e s p o n s e s  i n  m i c e  a t  b o t h  d o s e s  i n v e s t i g a t e d .  
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F i g u r e  5 . 2 . 7  T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a n s a l  i m r n u n i s a t i o n  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  
f i n a l  v a c c i n e .  M i c e  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  S e P I V 4 7 E  v a c c i n e  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  3 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  U V  
i n a c t i v a t e d  S e V ,  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  A R e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  
w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  ( A )  S e P I V 4 7 E  l o 7 ,  ( B )  S e P I V 4 7 E  l o 5  a n d  ( C )  P B S  ( c o n t r o l )  c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  
f o r  I F N y  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  ( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  f  S D  f o r  e a c h  
s a m p l e  p e r  g r o u p .  
5 . 3 . 4  I n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  
v a c c i n e  
L a s t l y ,  w e  i n v e s t i g a t e d  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n  v i v o  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  
v a c c i n e  S e P I V 5 6 ,  w h i c h  e x p r e s s e s  a  m u t a t e d  R S V  F  g e n e  a n d  t h e  c h i m e r i c  H P I V 3  F  
a n d  H N  g e n e s ,  b u t  h a s  b e e n  m a d e  r e p l i c a t i o n  i n c o m p e t e n t  b y  t r u n c a t i n g  t h e  P  g e n e .  
M i c e  w e r e  i n t r a n a s a l l y  i m m u n i s e d  w i t h  t h e  S e P I V 5 6  a t  1 . 3 X 1  o 5  a n d  1 . 3 X 1  0 4 .  D u e  t o  
l i m i t e d  v a c c i n e  s t o c k s  1 . 3 X 1  o 5  w a s  t h e  h i g h e s t  d o s e  t h a t  c o u l d  b e  u s e d  f o r  i n f e c t i o n .  
H o w e v e r ,  n o t i c e a b l y  h i g h  l e v e l s  o f  a n t i  H P I V 3  s p e c i f i c  s e r u m  I g G  w a s  p r o d u c e d  i n  
v i v o  i n  r e s p o n s e  t o  m i c e  i m m u n i s e d  a t  t h e  h i g h e r  d o s e  o f  v a c c i n e  ( l o 5 )  ( f i g u r e  5 . 3 . 8 ) .  
O n l y  l o w  l e v e l s  o f  I g G  w e r e  d e t e c t e d  f r o m  S e P I V 5 6  i n f e c t e d  m i c e  a t  1  0 4 .  T h u s ,  
e l e v a t e d  l e v e l s  o f  a n t i  H P I V 3  s e r u m  I g G  a r e  i n d u c e d  b y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
S e P I V 5 6  f r o m  i m m u n i s e d  m i c e .  
A n t i  H P I V 3  w h o l e  I g G  
F i g u r e  5 . 3 . 8  S e r o l o g i c a l  r e s p o n s e s  a g a i n s t  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  v a c c i n e .  M i c e  w e r e  
i m m u n i s e d  i n t r a n a s a l l y  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e P I V 5 6  v a c c i n e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  
( e x p e r i m e n t  4 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S e r u m  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 . 2 )  a n d  B P L  
i n a c t i v a t e d  H P I V 3 a n t i g e n  a t  1  p g l m l  w e r e  u s e d  t o  d e t e c t  w h o l e  I g G  b y  i n d i r e c t  E L I S A  
( s e c t i o n  5 . 2 . 2 ) .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  l o g l o  o f  t h e  r e c i p r o c a l  e n d  p o i n t  t i t r e  t  S E  f o r  e a c h  g r o u p  
i m m u n i s e d .  
T  c e l l  r e s p o n s e s  f i o m  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e P I V 5 6  1 . 3 ~ 1 0 ~  i n f e c t e d  m i c e  
d e m o n s t r a t e d  h i g h  l e v e l s  o f  H P I V 3  s p e c i f i c  I F N y  p r o d u c t i o n ,  w h e n  s p l e e n  c e l l s  w e r e  
r e s t i m u l a t e d  w i t h  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  ( f i g u r e  
5 . 3 . 9 A ) .  I n  c o n t r a s t ,  l i t t l e  I F N y  w a s  s e c r e t e d  f r o m  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  c e l l s  f i o m  
e i t h e r  S e P I V 5 6  1 . 3 ~ 1  o 4  o r  P B S  ( c o n t r o l )  i m m u n i s e d  m i c e  ( f i g u r e  5 . 3 . 9 B  a n d  C ) .  
A l s o ,  I L - 5  w a s  n o t  p r o d u c e d  f i o m  a n y  o f  t h e  i m m u n i s e d  g r o u p  c u l t u r e s  ( a p p e n d i x  
6 E ) .  H e n c e ,  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  v a c c i n e  i n d u c e s  s t r o n g  p o l a r i s e d  T h l  
r e s p o n s e s  i n  v i v o  a t  t h e  h i g h e r  d o s e  o f  S e P I V 5 6  b u t  n o t  a t  t h e  l o w e r  d o s e .  
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0  B P L  P I V  B P L  P I V  B P L  P I V  P M A + a C D 3  
l u g l m l  5 u g l m l  1 0 u g l m l  
f i g u r e  5 . 2 . 9  T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a n s a l  i r n m u n i s a t i o n  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  
v a c c i n e .  M i c e  w e r e  i r n m u n i s e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e P I V 5 6  v a c c i n e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  
5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  4 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3  5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  B P L  i n a c t i v a t e d  
H P I V 3  a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  A f t e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  ( A )  S e P I V 5 6  
1  . 3 x 1 0 5 ,  ( B )  S e P I V 5 6  1  . 3 x 1 0 4  a n d  ( C )  P B S  ( c o n t r o l )  c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I F N y  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  
( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e  p e r  g r o u p .  
5 . 3 . 5  A d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n d u c e d  b y  v i r o s o m e  i n f e c t e d  
h u m a n  ex v i v o  m o n o c y t e s  
I n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  i n  v i v o  s t u d i e s ,  h u m a n  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  v i r u s  c o n s t r u c t s  w e r e  
a l s o  i n v e s t i g a t e d .  F i r s t l y ,  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  t h e  e n v e l o p e  c o m p o n e n t s  o f  H P I V 3  w e r e  
e x a m i n e d ,  i n  o r d e r  t o  a s s e s s  i f  H P I V 3  g l y c o p r o t e i n s  h a d  a  s u p p r e s s i v e  e f f e c t  o n  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n .  M o n o c y t e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  S e V  ( I R S V ) ,  H P I V 3  ( I R P V )  a n d  
i n f l u e n z a  v i r u s  ( I R I V )  v i r o s o m e s ,  w h i c h  a r e  e m p t y  v i r u s  s h e l l s  c o m p r i s e d  o f  e n v e l o p e  
p r o t e i n s ,  b u t  c o n t a i n  n o  g e n e t i c  m a t e r i a l .  I n t e r e s t i n g l y ,  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  
s u p p r e s s e d  f t o m  t h e  m i x e d  l e u k o c y t e s  t h a t  w e r e  c o c u l t u r e d  w i t h  I R P V  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s  c o m p a r e d  t o  I R I V  a n d  I R S V  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s ,  w h i c h  i n d u c e d  m o d e r a t e  
l e v e l s  a n d  h g h  l e v e l s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  r e s p e c t i v e l y  ( f i g u r e  5 . 3 . 1  O B ) .  H o w e v e r ,  
t h i s  i n h i b i t i o n  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  r e s t o r e d  w h e n  J R P V  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
w e r e  c o c u l t u r e d  w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s ,  a s  p r o l i f e r a t i o n  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  
o b s e r v e d  f t o m  t h e  o t h e r  v i r o s o m e  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  5 . 3 . 1  O A ) .  T h e s e  r e s u l t s ,  
a l o n g  w i t h  o u r  h u m a n  s t u d i e s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( c h a p t e r  2 )  s t r o n g l y  i m p l i c a t e  
H P I V 3  g l y c o p r o t e i n s  F  a n d  H N  a s  m a j o r  c o n t r i b u t o r s  t o  T  c e l l  s u p p r e s s i o n ,  w h i c h  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  R e s u l t s  a l s o  s u g g e s t  t h a t  S e V  e n v e l o p e  p r o t e i n s  a r e  
c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  s t r o n g  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  p o s s i b l y  e l i m i n a t i n g  t h e  n e c e s s i t y  f o r  
t h e  v a c c i n e  t o  b e  e n c a p s i d a t e d  i n  a  v i r o s o m e .  
b  b  
C P M  C P M  
F i g u r e  5 . 3 . 1 0  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  a n d  M L R  
c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a l l o g e n e i c  v i r o s o m e  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  ( A )  P u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  
a n d  ( B )  m i x e d  l e u k o c y t e s  w e r e  c o c u l t u r e d  a l o n e  ( T ) ,  w i t h  C D 1 4 +  c e l l s  ( D C s ) ,  w i t h  I R I V  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s  ( D C + I R I V ) ,  w i t h  I R P V  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  ( D C + I R P V )  a n d  w i t h  I R S V  i n f e c t e d  
m o n o c y t e s  ( D C + I R S V )  ( s e c t i o n  5 . 2 . 4 1 5 ) .  P r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  w e r e  m e a s u r e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  
a f t e r  5  d a y s  ( s e c t i o n  5 . 2 . 6 ) .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  c p m  +  S E  f o r  e a c h  s a m p l e  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  
o f  t w o  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( f o r  r a w  d a t a  f ? o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . 0 ) .  
5 . 3 . 6  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i n d u c e d  b y  h u m a n  e x  v i v o  m o n o c y t e s  
i n f e c t e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  v a c c i n e  
L a s t l y ,  w e  e x a m i n e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  
S e P I V 5 6  v a c c i n e  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  t o  i n v e s t i g a t e  i f  t h s  n o v e l  v a c c i n e  c o u l d  i n d u c e  
T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  T h e r e f o r e  m o n o c y t e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  b o t h  U V  i n a c t i v a t e d  
S e P I V 5 6  a n d  l i v e  S e P I V 5 6  a n d  T  c e l l  r e s p o n s e s  i n d u c e d  b y  t h e  v a c c i n e  w e r e  
c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  i n d u c e d  b y  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  S i m i l a r  C D 3 +  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  p r o i i l e s  w e r e  o b s e r v e d  f r o m  a l l  t h e  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  ( f i g u r e  5 . 3 . 1  1  A ) .  
H o w e v e r ,  a l t h o u g h  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  l i m i t e d  i n  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  
c o c u l t u r e  a n d  i t  w a s  a l s o  d e c r e a s e d  i n  t h e  U V  i n a c t i v a t e d  S e P I V 5 6  i n f e c t e d  M L R  
c o c u l t u r e ,  a  m o d e s t  i n c r e a s e  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  e v i d e n t  f i o m  t h e  S e P I V 5 6  
i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e  w h c h  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  l e v e l s  o b s e r v e d  f i o m  t h e  
i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c o c u l t u r e  ( f i g u r e  5 . 3 . 1  1 B ) .  T h u s ,  t h i s  n o v e l  v a c c i n e  a p p e a r s  t o  
b y p a s s  t h e  i n h i b i t o r y  T  c e l l  e f f e c t s  i n f l i c t e d  b y  H P I V 3  i n f e c t i o n ,  b y  i n d u c i n g  
e n h a n c e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  c o m p a r e d  t o  H P I V 3  i n f e c t e d  c e l l s .  
A  B  
D C + R W T  
D C + S e  P I V 5 6  D C + S e  P I V 5 6  
Dcw DC+W 
S e  P I V 5 6  S e  P I V 5 6  
b  b  
C P M  C P M  
F i g u r e  5 . 3 . 1 1  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  a n d  M L R  
c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  v a c c i n e  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  ( A )  P u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  a n d  ( B )  m i x e d  
l e u k o c y t e s  w e r e  c o c u l t u r e d  a l o n e  ( T ) ,  w i t h  C D 1 4 +  c e l l s  ( D C s ) ,  w i t h  H P N 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
( D C + P I V ) ,  w i t h  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  ( D C + F L U ) ,  w i t h  S e P I V 5 6  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  
( D C + S e P I V 5 6 )  a n d  w i t h  U V  i n a c t i v a t e d  S e P I V 5 6  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  ( D C + U V  S e P I V 5 6 )  ( s e c t i o n  
5 . 2 . 4 1 5 ) .  P r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  w e r e  m e a s u r e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  a f t e r  5  d a y s  ( s e c t i o n  5 . 2 . 6 ) .  R e s u l t s  
r e f l e c t  t h e  m e a n  c p m  +  S E  f o r  e a c h  s a m p l e  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( f o r  
r a w  d a t a  f i o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  r e f e r  t o  a p p e n d i x  8 ,  t a b l e  8 . P ) .  
5 . 4  D I S C U S S I O N  
I n  a  w o r l d  w h e r e  o n e  i s  c o n s t a n t l y  u n d e r  t h r e a t  o f  n e w  a n d  r e - e m e r g i n g  d i s e a s e s ,  
v a c c i n e s  a r e  k e y  t o  o u r  s u r v i v a l  a n d  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  i n f e c t i o u s  p a t h o g e n s .  B y  
p r e v e n t i n g  o r  m o d i f y m g  t h e  s e v e r i t y  o f  i l l n e s s  i n  a n  i n d i v i d u a l  t h e y  c a n  r e d u c e  t h e  
t r a n s m i s s i o n  o f  p a t h o g e n s  t o  o t h e r  s u s c e p t i b l e  b e i n g s .  H o w e v e r ,  v i r u s  i n t e r a c t i o n s  
w i t h  t h e  i m m u n e  s y s t e m  a r e  h i g h l y  c o m p l e x ,  h i n d e r i n g  s u c c e s s f U 1  v a c c i n e  
d e v e l o p m e n t s .  O n e  s u c h  v i r u s ,  w i t h  n o  l i c e n s e d  v a c c i n e  a s  y e t ,  i s  H P I V 3 .  A  h i g h  
f r e q u e n c y  o f  r e i n f e c t i o n  i s  o n e  o f  t h e  m a i n  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  
i n f e c t i o n s  ( H a l l  2 0 0 1 ) .  S e v e r a l  r e p o r t s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  l a c k  o f  l i f e l o n g  
i m m u n i t y  m a y  b e  d u e  t o  T  c e l l  s u p p r e s s i o n  d u r i n g  H P I V 3  i n f e c t i o n s  ( P l o t n i c k y -  
G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0 1 ,  S i e g  e t  a1 1 9 9 4 )  a n d  a s  r o b u s t  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  e s s e n t i a l  f o r  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  l o n g l i v e d  m e m o r y  T  c e l l s  ( E s s e r  e t  a1 2 0 0 3 ) ,  t h i s  i s  a  p l a u s i b l e  
t h e o r y .  T h u s ,  a n  e f f e c t i v e  H P I V 3  v a c c i n e  w o u l d  n e e d  t o  b e  a b l e  t o  o v e r c o m e  t h e  
s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  T h e r e f o r e  t h e  a i m  o f  t h e s e  
s t u d i e s  w a s  t o  t e s t  t h e  i m m u n o g e n i c i t y  o f  a  n o v e l  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  s e n d a i  v i r u s  
( S e V )  v a c c i n e  e x p r e s s i n g  R S V  F  a n d  H P I V 3  F  a n d  H N  a n t i g e n s  ( d e s i g n e d  a n d  
p r o d u c e d  b y  o u r  p r o j e c t  c o l l a b o r a t o r s )  i n  a n  a n i m a l  i n  v i v o  m o d e l  a n d  h u m a n  e x  v i v o  
m o d e l ,  f o c u s i n g  o n  t h e  H P I V 3  c o m p o n e n t s  o f  t h e  v a c c i n e .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  
w e r e  p e r f o r m e d  i n  v i v o  o n  v a r i o u s  v i r u s  c o n s t r u c t s  t h a t  w o u l d  e v e n t u a l l y  l e a d  t o  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  f i n a l  v a c c i n e  p r o d u c t .  I n  v i v o  m u r i n e  s e r o l o g i c a l  a n d  T  c e l l  
r e s p o n s e s  t o  t h e s e  c o n s t r u c t s  a n d  t h e  f i n a l  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  v a c c i n e  w e r e  a s s e s s e d  
a n d  c o m p a r e d  t o  T  c e l l  r e s p o n s e s  g e n e r a t e d  f i o m  i n f e c t i o n  o f  t h e  h u m a n  e x  v i v o  
m o d e l  w i t h  t h e  f i n a l  v a c c i n e .  R e s u l t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e V  
v a c c i n e  w a s  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  r o b u s t  a n t i  H P I V 3  s e r u m  I g G  p r o d u c t i o n  a n d  s t r o n g  
p o l a r i s e d  T h l  r e s p o n s e s  i n  v i v o .  T h e s e  e l e v a t e d  T  c e l l  r e s p o n s e s  w e r e  a l s o  
c o n s i s t e n t l y  o b s e r v e d  f i o m  i n f e c t i o n  o f  t h e  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  
d e f i c i e n t  S e V  v a c c i n e ,  w h e r e  t h e  v a c c i n e  d e m o n s t r a t e d  p r o m i s i n g  p o t e n t i a l  t o  b y p a s s  
H P I V 3  s u p p r e s s i v e  r e s p o n s e s ,  b y  i n d u c i n g  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  
I n i t i a l l y ,  i n  v i v o  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  S e V  e x p r e s s i n g  c h u n e r i c  H P I V 3  F  a n d  H N  
g e n e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  T h e s e  g l y c o p r o t e i n s  a r e  t h e  m a i n  a n t i g e n s  k n o w n  t o  
s t i m u l a t e  a n t i v i r a l  i m m u n i t y  a g a i n s t  H P I V 3  i n f e c t i o n s  ( C h a n o c k  e t  a1 2 0 0 1 ) ,  s o  i t  w a s  
i m p e r a t i v e  t h a t  a n t i b o d y  a n d  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  t h e s e  g l y c o p r o t e i n s  c o u l d  b e  
d e t e c t e d .  S e V  e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  H P I V 3  F  a n d  H N  g e n e s  a p p e a r e d  t o  i n d u c e  r o b u s t  
a n t i  H P I V 3  s e r u m  I g G  p r o d u c t i o n  a n d  p o l a r i s e d  T h l  r e s p o n s e s  i n  v i v o  w h e n  
c o m p a r e d  t o  w i l d  t y p e  S e V .  A l s o ,  m i n i m a l  c r o s s r e a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  S e V  
a n d  H P I V 3  a n t i g e n s ,  e n a b l i n g  w h o l e  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  t o  b e  u s e d  a s  a  r e a d o u t  f o r  
H P I V 3  s p e c i f i c  r e s p o n s e s .  O t h e r  v a c c i n e  v e c t o r s ,  s u c h  a s  t h e  c h i m e r i c  b o v i n e l h u m a n  
P I V 3  v a c c i n e  w h e r e  t h e  F  a n d  H N  g e n e s  o f  b o v i n e  P I V 3  a r e  r e p l a c e d  w i t h  t h o s e  f i o m  
H P I V 3 ,  d i s p l a y e d  s i m i l a r l y  h i g h  H P I V 3  s p e c i f i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e s  t o  t h e s e  
g l y c o p r o t e i n s  i n  h a m s t e r s  ( H a l l e r  e t  a 1  2 0 0 0 ) .  
O n e  o f  t h e  m o s t  c r i t i c a l  r e q u i r e m e n t s  i n  v a c c i n e  d e v e l o p m e n t  i s  v a c c i n e  s a f e t y  i n  
v i v o .  A  p r e v i o u s  s t u d y  s h o w e d  t h a t  S e V  r e p l i c a t e d  n e a r l y  a s  e f f i c i e n t l y  a s  H P I V l  i n  
c h i m p a n z e e s  a n d  A f i c a n  g r e e n  m o n k e y s  ( S k i a d o p o u l o s  e t  a 1  2 0 0 2 ) .  T h i s  r a i s e s  
d o u b t s  a s  t o  w h e t h e r  S e V  w o u l d  b e  s u f f i c i e n t l y  a t t e n u a t e d  i n  h u m a n s  i n  a n  
u n m o d i f i e d  f o r m .  T h e r e f o r e  i t  i s  e s s e n t i a l  t h a t  l i v e  H P I V 3  v a c c i n e s  a r e  a t t e n u a t e d  o r  
e n g i n e e r e d  t o  b e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  i n  v i v o ,  t o  l i m i t  t h e  c h a n c e  o f  i n f e c t i o n  i n  t h e  
h o s t  b u t  w i t h o u t  c o m p r o m i s i n g  i m m u n o g e n i c i t y .  S o  w e  e x a m i n e d  i m m u n e  r e s p o n s e s  
t o  a  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  ( F m u t )  i n  v i v o .  H i g h  l e v e l s  o f  a n t i  S e V  s e r u m  I g G  
w e r e  p r o d u c e d  i n  v i v o  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  h i g h e r  d o s e  o f  S e w  u s e d  i n  i m m u n i s a t i o n s .  
H o w e v e r ,  o n l y  m o d e s t  a m o u n t s  o f  I F N y  w e r e  s e c r e t e d  f i o m  T  c e l l s ,  p o s s i b l y  d u e  t o  
t h e  l a c k  o f  v i r a l  r e p l i c a t i o n .  N o n e t h e l e s s ,  T  c e l l s  w e r e  s t i l l  d i r e c t e d  t o w a r d s  a  T h l  
b i a s ,  m i m i c k i n g  t h e i r  w i l d  t y p e  c o u n t e r p a r t  S e V ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  a  r e p l i c a t i o n  
d e f i c i e n t  S e V V  c o u l d  i n d u c e  s u f f i c i e n t  i m m u n e  r e s p o n s e s  w h i l e  p r o t e c t i n g  t h e  h o s t  
f i o m  t h e  t h r e a t  o f  i n f e c t i o n .  
T h e n  t h e  i m m u n o s t i r n u l a t o r y  a b i l i t y  o f  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  f i n a l  v a c c i n e  w a s  
d e t e r m i n e d ,  w h i c h  e x p r e s s e d  a  m u t a t e d  R S V  F  g e n e  a n d  c h u n e r i c  H P I V 3  F  a n d  H N  
g e n e s .  T h i s  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  v a c c i n e  i n d u c e d  p o t e n t  a n t i  H P I V 3  s e r u m  I g G  a t  
h i g h  i n f e c t i o u s  d o s e s  a n d  e x h i b i t e d  s t r o n g  p o l a r i s e d  T h l  r e s p o n s e s  i n  v i v o ,  e v i d e n t  
f i - o m  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  I F N y  p r o d u c e d .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  p r o m i s i n g  b u t  t o  e n s u r e  
c o m p l e t e  s a f e t y  i n  v i v o ,  t h i s  v a c c i n e  w a s  e n g i n e e r e d  t o  b e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  b y  
t r u n c a t i n g  t h e  P  g e n e ,  w h i c h  i s  a n  e s s e n t i a l  c o m p o n e n t  f o r  v i r u s  r e p l i c a t i o n  ( B i t z e r  e t  
a 1  2 0 0 3 ) .  S u b s e q u e n t l y ,  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  t h i s  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  v a c c i n e  
c o n s t r u c t  w e r e  a s s e s s e d  i n  v i v o .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  v a c c i n e  
i n d u c e d  r o b u s t  a n t i  H P I V 3  s p e c i f i c  s e r u m  I g G  a t  1 . 3 X 1  0 5 c i u / u n i t ,  w h i c h  w a s  t h e  
l o w e r  d o s e  u s e d  t h r o u g h o u t  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  A l s o  a  s t r o n g  p o l a r i s e d  T h l  r e s p o n s e  
w a s  e v i d e n t  f i o m  m i c e  i m m u n i s e d  a t  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  ( 1  . 3 X 1 0 5 )  o f  t h e  
v a c c i n e .  T h u s ,  e v e n  t h o u g h  t h i s  v a c c i n e  w a s  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t ,  i t  w a s  s t i l l  c a p a b l e  
o f  i n d u c i n g  p o t e n t  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  i n  v i v o .  S i m i l a r  p r o m i s i n g  r e s u l t s  
w e r e  o b t a i n e d  f i o m  a  r e p l i c a t i o n  d e f e c t i v e  c h i m e r i c  a l p h a v i r u s  r e p l i c o n  e x p r e s s i n g  
t h e  H N  g l y c o p r o t e i n  o f  H P I V 3 .  T h i s  v a c c i n e  s h o w e d  s t r o n g  P I V 3  s p e c i f i c  I g G  
r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n  v i v o  i m m u n i s a t i o n s  a n d  p r o t e c t e d  h a m s t e r s  a g a i n s t  c h a l l e n g e  
w i t h  m u c o s a l  P I V 3  ( G r e e r  e t  a 1  2 0 0 6 ) .  
M a n y  s t u d i e s  h a v e  i m p l i c a t e d  v i r a l  g l y c o p r o t e i n s  a s  m e d i a t o r s  o f  T  c e l l  s u p p r e s s i o n ,  
i n c l u d i n g  R S V  ( D u b o i s  e t  a 1  2 0 0 1 ,  S c h l e n d e r  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  T h e  F  ( f u s i o n )  p r o t e i n  f i o m  
t h i s  r e l a t e d  v i r u s  w a s  s h o w n  t o  s u p p r e s s  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  o f  m i t o g e n  a c t i v a t e d  
l y m p h o c y e s  ( S c h l e n d e r  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  T h e r e f o r e  w e  s o u g h t  t o  i n v e s t i g a t e  T  c e l l  
r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  g l y c o p r o t e i n s ,  b y  i n f e c t i n g  h u m a n  m o n o c y t e s  w i t h  H P I V 3  
( I R P V ) ,  S e V  ( I R S V )  a n d  i n f l u e n z a  v i r u s  ( I R I V )  v i r o s o m e s  a n d  c o c u l t u r i n g  t h e m  w i t h  
T  c e l l s .  I n t e r e s t i n g l y ,  H P I V 3  v i r o s o m e s  a p p e a r e d  t o  m i m i c  l i v e  H P I V 3  i n f e c t i o n s ,  
e h b i t i n g  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o n  T  c e l l s  f i o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c u l t u r e s  w h i l e  
i n d u c i n g  n o  i d u b i t o r y  e f f e c t s  o n  p r o l i f e r a t i n g  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s .  A l s o ,  a s  t h e  
v a c c i n e  b a c k b o n e  i s  S e V ,  i t  w a s  e n c o u r a g i n g  t o  s e e  s u c h  h i g h  l e v e l s  o f  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  i n d u c e d  b y  t h e  S e V  v i r o s o m e ,  w h i c h  i n f l u e n c e d  t h e  c o l l a b o r a t o r s  
d e c i s i o n ,  n o t  t o  e n c a p s i d a t e  t h e  f i n a l  v a c c i n e  i n  a  v i r o s o m e .  T h u s ,  f i o m  t h e s e  r e s u l t s  
o n e  c o u l d  s p e c u l a t e  t h a t  t h e s e  g l y c o p r o t e i n s  p l a y  a  m a j o r  r o l e  i n  s u p p r e s s i n g  T  c e l l  
r e s p o n s e s  i n  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  H o w e v e r ,  i n  o r d e r  t o  o b s e r v e  i f  t h i s  r e p l i c a t i o n  
d e f i c i e n t  v a c c i n e  w a s  i m m u n o g e n i c  i n  h u m a n s ,  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  h u m a n  e x  v i v o  
m o n o c y t e s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  v a c c i n e  w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h i s  
r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  v a c c i n e  a p p e a r e d  t o  o v e r c o m e  t h e  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  i m p o s e d  b y  
H P I V 3 ,  r e s t o r i n g  n o r m a l  l e v e l s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  t o  m i x e d  l e u k o c y t e  c u l t u r e s .  
H e n c e ,  t h i s  d a t a  c o r r o b o r a t e s  r e s u l t s  f r o m  t h e  i n  v i v o  s t u d i e s .  I n  b o t h  m o d e l s  t h i s  
n o v e l  v a c c i n e  i s  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  s t r o n g  i m m u n e  r e s p o n s e s  a g a i n s t  H P I V 3  a n d  
m a y  r e p r e s e n t  a  p r o m i s i n g  v a c c i n e  i n  f u t u r e  y e a r s  a g a i n s t  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  A l s o ,  
t h i s  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  c o u l d  p o t e n t i a l l y  b e  u s e d  t o  v a l i d a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  
v a c c i n e s  i n  a n i m a l  m o d e l s ,  i n  o r d e r  t o  d e v e l o p  m o r e  c o m p e t e n t  v a c c i n e s .  
6 . 1  F I N A L  D I S C U S S I O N  
T h e  i m m u n e  s y s t e m  h a s  e v o l v e d  t o  p r o t e c t  t h e  h o s t  a g a i n s t  f o r e i g n  p a t h o g e n s  a n d  
a u t o i m m u n e  d i s e a s e ,  t h r o u g h  a  c o m p l e x  n e t w o r k  i n v o l v i n g  b o t h  e f f e c t o r  a n d  
r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s .  T h i s  m a i n t e n a n c e  o r  p r e s e r v a t i o n  o f  ' s e l f ,  i s  p i v o t a l  t o  t h e  
h o s t s  s u r v i v a l ,  e n a b l i n g  t h e  h o s t  t o  c o n t r o l  e x c e s s i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n d u c e d  b y  
f o r e i g n  p a t h o g e n s ,  t h u s  M t i n g  i m r n u n o p a t h o l o g y  t o  s e l f  t i s s u e  ( 0 '  G a r r a  e t  a1 2 0 0 4 ) .  
S u c h  c o n t r o l  c a n  b e  i m p l e m e n t e d  b y  r e g u l a t o r y  T  c e l l s ,  w h i c h  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  
s u p p r e s s  T  c e l l  i n d u c e d  p r o i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e s  t o  b o t h  i n f e c t i o u s  p a t h o g e n s  a n d  
s e l f - a n t i g e n s  ( S u v a s  e t  a1 2 0 0 4 ,  M a s t e l l e r  e t  a1 2 0 0 5 ) .  H o w e v e r ,  d a m p e n i n g  d o w n  
e f f e c t o r  r e s p o n s e s  c a n  i n a d v e r t e n t l y  l e a d  t o  p e r s i s t e n t  o r  c h r o n i c  i n f e c t i o n s ,  i n d u c e d  
b y  o p p o r t u n i s t i c  p a t h o g e n s  ( W e i s s  e t  a1 2 0 0 4 ,  B o e t t l e r  e t  a1 2 0 0 5 ) .  O n e  s u c h  p a t h o g e n  
t h a t  m a y  s u b v e r t  i m m u n e  r e s p o n s e s  a n d  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s  
i s  H P I V 3  ( G o s w a m i  e t  a1 1 9 8 4 ) .  H P I V 3  i s  a  m a j o r  r e s p i r a t o r y  p a t h o g e n  r e s p o n s i b l e  
f o r  b o t h  u p p e r  a n d  l o w e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i n f e c t i o n s  o f  a d u l t s ,  n e o n a t e s  a n d  i n f a n t s  
( M a r x  e t  a1 1 9 9 9 ,  H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ,  C h a n o c k  e t  a1 2 0 0 1 ) .  R e c u r r e n t  i n f e c t i o n s  a r e  a  
h a l l m a r k  o f  t h i s  v i r u s  ( H e n r i c k s o n  2 0 0 3 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  H P I V 3  f a i l s  t o  i n d u c e  a  
s t a t e  o f  l i f e l o n g  i m m u n i t y .  H e n c e ,  t h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  i m m u n e  
r e s p o n s e s  t o  H P I V 3 ,  f o c u s i n g  m a i n l y  o n  t h e  c e l l u l a r  a s p e c t s  o f  i m m u n i t y ,  w h i c h  a r e  
r e s p o n s i b l e  f o r  g e n e r a t i n g  m e m o r y  T  c e l l s .  O u r  f i n d i n g s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  H P I V 3  
w a s  a  s t r o n g  i n d u c e r  o f  i n n a t e  i m m u n e  a c t i v a t i o n ,  g e n e r a t i n g  a  h i g h l y  p o t e n t  D C ,  
a t t r i b u t e d  w i t h  e l e v a t e d  c o s t i m u l a t o r y  a n d  p o l a r i s i n g  c a p a b i l i t i e s .  H o w e v e r ,  m o s t  
i n t e r e s t i n g l y ,  t h i s  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C  w a s  u n a b l e  t o  s t i m u l a t e  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  
f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  M o r e o v e r ,  t h s  p h e n o m e n a  w a s  a b o l i s h e d  w h e n  
H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  w e r e  c o c u l t u r e d  w i t h  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s ,  w h i c h  e x h i b i t e d  
s i m i l a r  l e v e l s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  c o m p a r a b l e  t o  i n f l u e n z a  ( a  c l o s e l y  r e l a t e d  h u m a n  
v i r u s )  i n f e c t e d ,  T N F a  t r e a t e d  o r  u n t r e a t e d  c o c u l t u r e s .  F u r t h e r  s t u d i e s  r e v e a l e d  t h a t  a n  
a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  p o p u l a t i o n  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  T  c e l l  i n h i b i t i o n  
o b s e r v e d  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  T h i s  e f f e c t  w a s  n o t  d u e  t o  a p o p t o s i s ,  
r e q u i r e d  c e l l u l a r  c o n t a c t  a n d  w a s  d e p e n d e n t  o n  I L - 2 .  F o l l o w  o n  s t u d i e s  i d e n t i f i e d  
a u t o l o g o u s  C D 5 6 +  N K  c e l l s  a s  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n  f i o m  t h e  M L R  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  
T  c e l l  i n h i b i t i o n  o b s e r v e d  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  N K  c e l l s  e x e r t e d  
t h i s  r e g u l a t o r y  e f f e c t  o n  T  c e l l s  b y  i n d u c i n g  t h e i r  c e l l  c y c l e  a r r e s t  i n  t h e  G O I G 1  p h a s e ,  
v i a  f i b i t i o n  o f  p 2 7  d e g r a d a t i o n .  L a s t l y ,  i t  w a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  n o v e l  r e p l i c a t i o n  
d e f i c i e n t  H P I V 3  v a c c i n e  i n d u c e d  r o b u s t  h u m o r a l  a n d  c e l l - m e d i a t e d  r e s p o n s e s  i n  v i v o  
i n  a  m u r i n e  m o d e l  a n d  s t r o n g  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s  i n  t h e  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l .  
I n i t i a l l y ,  c u r r e n t  m e t h o d s  o f  D C  g e n e r a t i o n  a n d  v i r a l  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n d u c e d  b y  
v a r i o u s  D C  s u b s e t s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  ( s u r n m a r i s e d  i n  c h a p t e r  2 ) ,  t o  e v a l u a t e  t h e  m o s t  
a p p r o p r i a t e  o r  a c c u r a t e  m o d e l  o f  D C  g e n e r a t i o n ,  w h i c h  s h o u l d  b e  u s e d  w h e n  s t u d y i n g  
H P I V 3  i n f e c t i o n s .  C u r r e n t  p r o c e d u r e s  u s e d  t o  g e n e r a t e  D C s  i n v o l v e  c u l t u r i n g  
m o n o c y t e s  w i t h  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  G M - C S F  a n d  I L - 4  o r  I F N a ,  w h i c h  g e n e r a t e s  I L - 4  
D C s  a n d  I F N - D C s ,  r e s p e c t i v e l y  ( C e l l a  e t  a l  1 9 9 9 ,  M o h t y  e t  a 1  2 0 0 3 ) .  T h r o u g h  
e x t e n s i v e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n c e s  o b s e r v e d  i n  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n ,  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  a p o p t o s i s  a n d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  p o l a r i s a t i o n ,  b e t w e e n  
v i r a l l y  i n f e c t e d  m o n o c y t e s ,  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s  a n d  A 5 4 9  D C s  ( g e n e r a t e d  f i o m  
c u l t u r i n g  v i r a l l y  i n f e c t e d  A 5 4 9  s u p e r n a t a n t s  w i t h  m o n o c y t e s ) ,  w e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
b o t h  i n f l u e n z a  a n d  H P I V 3  i n d u c e d  a  d i s t i n c t i v e  t y p e  o f  D C  f r o m  e a c h  o f  t h e  D C  
s u b s e t s  a n a l y s e d .  V i r u s  g e n e r a t e d  A 5 4 9  D C s  a p p e a r e d  t o  m i m i c  d i r e c t  v i r a l  i n f e c t i o n  
o f  m o n o c y t e s ,  i n  t e r m s  o f  t h e i r  p h e n o t y p e  a n d  h n c t i o n a l i t y ,  w h i l e  v i r a l l y  i n f e c t e d  
p r e - p r i m e d  D C s  w e r e  n o t  o n l y  p h e n o t y p i c a l l y  a n d  h n c t i o n a l l y  d i s t i n c t  f r o m  e a c h  
o t h e r ,  t h e y  w e r e  a l s o  d i s t i n c t  f i o m  t h e  A 5 4 9  D C s  a n d  v i r u s  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  F r o m  
t h e s e  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s ,  i t  w a s  t h o u g h t  t h a t  p r e - t r e a t e d  o r  p r e - p r i m e d  D C s  m a y  m a s k  
g e n u i n e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  v i r u s e s ,  a s  t h e y  w e r e  a r t i f i c i a l l y  g e n e r a t e d  t h r o u g h  
c u l t u r e  w i t h  c y t o k i n e s ,  w h i c h  m a y  n o t  b e  p r e s e n t ,  a t  l e a s t  a t  p h y s i o l o g i c a l  
c o n c e n t r a t i o n s ,  d u r i n g  i n  v i v o  v i r a l  i n f e c t i o n s  ( S a t o  a n d  I w a s a k i  2 0 0 4 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  
I L - 4  D C s  w e r e  f o u n d  t o  b e  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  t o  v i r u s  i n d u c e d  a p o p t o s i s .  A s  t h e s e  
D C s  r e p r e s e n t  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  c e l l  t y p e  i n  v i r a l  i n  v i t r o  a s s a y s  ( C e l l a  e t  a 1  1 9 9 9 ,  
S e n e c h a l  e t  a 1  2 0 0 4 ,  P l o t n i c k y - G i l q u i n  e t  a 1  2 0 0 1 ) ,  t h s  h i g h l i g h t s  t h e  i n a c c u r a c i e s  
t h a t  c o u l d  b e  o b t a i n e d  f i o m  v i r a l  s t u d i e s  u s i n g  I L - 4  D C s .  H e n c e ,  t h e  m o s t  n a t u r a l  
p a t h w a y  o f  D C  g e n e r a t i o n  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  v i r a l l y  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  
D C s  g e n e r a t e d  f i o m  m o n o c y t e s  c u l t u r e d  w i t h  s u p e r n a t a n t s  f i o m  i n f e c t e d  e p i t h e l i a l  
c e l l s ,  a s  n o  a r t i f i c i a l  t r e a t m e n t  o f  t h e s e  m o n o c y t e s  w a s  e m p l o y e d  d u r i n g  D C  
g e n e r a t i o n .  A s  m o n o c y t e s  a r e  p r e c u r s o r  c e l l s ,  k n o w n  t o  b e  c a p a b l e  o f  d i f f e r e n t i a t i n g  
i n t o  D C s  i n  v i v o  ( R a n d o l p h  e t  a 1  1  9 9 9 ) ,  i t  i s  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  t h e y  a p p e a r e d  t o  
p r o d u c e  t h e  m o s t  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  D C s .  T h u s ,  t h e s e  r e s u l t s  e m p h a s i s e  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  a c c o u n t i n g  f o r  t h e  m i c r o e n v i r o n m e n t  w h e n  d e s i g n i n g  i n  v i t r o  s t u d i e s  
a r o u n d  i n f e c t i o u s  o r g a n i s m s .  T h i s  i s  f u r t h e r  h i g h l i g h t e d  b y  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  
s t r o m a l  a n d  e n d o  t h e l i a l  c e l l s ,  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e s e  c e l l s  w e r e  c a p a b l e  o f  
d i r e c t i n g  D C  d e v e l o p m e n t  i n  r e s p o n s e  t o  i n f e c t i o u s  p a t h o g e n s  ( S v e n s s o n  e t  a 1  2 0 0 4 ,  
Q u  e t  a 1  2 0 0 3 ) .  S o ,  f u t u r e  s t u d i e s  a s s e s s i n g  v i r a l  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n  v i t r o  s h o u l d  
e m p l o y  o t h e r  m e t h o d s  f o r  D C  g e n e r a t i o n ,  s u c h  a s  t h e  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  d e s c r i b e d ,  
t o  h e l p  p r o d u c e  m o r e  a c c u r a t e  a n d  r e a l i s t i c  r e s u l t s ,  r a t h e r  t h a n  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  
a p p r o a c h e s  t o  D C  d e v e l o p m e n t ,  w h i c h  m a y  i n a p p r o p r i a t e l y  s k e w  i m m u n e  r e s p o n s e s .  
I n  o u r  c a s e ,  t h i s  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  r e p r e s e n t e d  t h e  m o s t  n a t u r a l  w a y  o f  d e v e l o p i n g  
v i r u s  i n d u c e d  D C s  t h a t  c o u l d  m i m i c  i n  v i v o  v i r u s  g e n e r a t e d  D C s  a n d  w a s  t h e r e f o r e  
u s e d  i n  s u b s e q u e n t  s t u d i e s  e v a l u a t i n g  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  
N e x t ,  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  H P I V 3  a n d  t h e  m e c h a n i s m s  a t  p l a y  d u r i n g  H P I V 3  
i n f e c t i o n s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  ( s u m m a r i s e d  i n  c h a p t e r  3  a n d  4 ) .  I n f e c t i o n  o f  t h e  h u m a n  
e x  v i v o  m o d e l  w i t h  H P I V 3  g e n e r a t e d  a  h i g h l y  a c t i v a t e d  D C ,  c a p a b l e  o f  s e c r e t i n g  l a r g e  
a m o u n t s  o f  I L - 1 0  a n d  t y p e  I  I F N s .  H o w e v e r ,  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s  i n h i b i t e d  
a l l o g e n e i c  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i n  a  m i x e d  l e u k o c y t e  r e a c t i o n  i n  c o n t r a s t  t o  i n f l u e n z a  
i n f e c t i o n ,  t r e a t m e n t  w i t h  T N F a  o r  u n t r e a t e d  c e l l s .  S u r p r i s i n g l y ,  w e  f o u n d  t h a t  
p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  p o p u l a t i o n s  f i o m  t h e s e  d o n o r s  w a s  n o t  
i n h i b i t e d  b y  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s .  D u e  t o  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  t h e  i m m u n o r e g u l a t o r y  
c y t o k i n e  I L - 1 0  ( O ' G a r r a  e t  a 1  2 0 0 4 )  s e c r e t e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  d u r i n g  
t h e  i n n a t e  i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  e v i d e n c e  s u g g e s t i n g  t h a t  H P I V 3  m a y  s u p p r e s s  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  t h r o u g h  p r o d u c t i o n  o f  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I L - 1 0  ( S i e g  e t  a 1  1  9 9 6 ) ,  w e  
e x a m i n e d  I L - 1 0  s e c r e t i o n  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  
H P I V 3  i n f e c t i o n  i n d u c e d  a  p o l a r i s e d  T h l  r e s p o n s e  f k o m  b o t h  m i x e d  l e u k o c y t e  a n d  
p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s ,  w h i c h  p r o d u c e d  s i m i l a r  l e v e l s  o f  I F N y  a n d  I L - 1 0 .  
F u r t h e r m o r e ,  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  s e c r e t e d  c o m p a r a b l e  l e v e l s  o f  t h e s e  
c y t o k i n e s  t o  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s ,  e x c l u d i n g  a n  i n v o l v e m e n t  o f  I L - 1 0  i n  
T  c e l l  s u p p r e s s i o n .  A l s o ,  a s  I L - 2  i s  c o n s i d e r e d  a  c r u c i a l  g r o w t h  f a c t o r  f o r  T  c e l l s  
( G a f f e n  a n d  L u i  2 0 0 4 ) ,  t h e  l e v e l s  o f  I L - 2  p r o d u c e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  
c o c u l t u r e s  w e r e  e x a m i n e d .  I L - 2  s e c r e t i o n  f i o m  l e u k o c y t e s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  i m p a i r e d  
i n  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  t h e  o t h e r  c o c u l t u r e s .  H o w e v e r ,  a d d i t i o n  o f  
I L - 2  t o  t h e s e  c u l t u r e s  r e s t o r e d  t h e  p r o l i f e r a t i n g  c a p a c i t y  o f  t h e s e  c e l l s ,  d e m o n s t r a t i n g  
t h a t  T  c e l l  i t d u b i t i o n  i n d u c e d  b y  H P I V 3  i s  a  t r a n s i e n t ,  I L - 2  d e p e n d e n t  p r o c e s s .  
M o r e o v e r ,  a s  v i r a l  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  l y m p h o c y t e s  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  i m m u n e  
s u p p r e s s i o n  ( G o u g e o n  e t  a1 1 9 9 6 ) ,  t h i s  p o s s i b i l i t y  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  s t u d y .  
H o w e v e r ,  t h e r e  w a s  n o  i n c r e a s e  i n  l y m p h o c y t e  a p o p t o s i s  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s  c o m p a r e d  t o  i n f l u e n z a  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s ,  c o n h g  t h a t  v i r u s  i n d u c e d  
a p o p t o s i s  w a s  n o t  r e s p o n s i b l e  f o r  T  c e l l  m h i b i t i o n .  
T h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t e d  t h a t  a  r e g u l a t o r y  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s ,  w h i c h  w e r e  C D 3 -  
C D 1 4 -  w i t h i n  t h e  a l l o g e n e i c  M L R  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  T  c e l l  i n h i b i t i o n  o b s e r v e d  f i o m  
H P I V 3  i n f e c t i o n .  R e g u l a t o r y  c e l l s  p l a y  a  m a j o r  r o l e  i n  c o n t r o l l i n g  n o t  o n l y  i m m u n e  
r e s p o n s e s  t o  s e l f b u t  a l s o  t o  i n f e c t i o u s  p a t h o g e n s  ( M i l l s  2 0 0 4 ,  J i a n g  a n d  C h e s s  2 0 0 4 ) .  
H o w e v e r ,  t h e s e  r e s p o n s e s  w h i l e  p r o t e c t i n g  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  h o s t  t h r o u g h  r e d u c e d  
i m m u n o p a t h o l o g y  ( 0 '  G a r r a  e t  a1 2 0 0 4 )  c a n  r e s u l t  i n  i n a d e q u a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s  
a g a i n s t  i n f e c t i o u s  o r g a n i s m s ,  h i n d e r i n g  p a t h o g e n  e r a d i c a t i o n  a n d  o f t e n  r e s u l t i n g  i n  
p a t h o g e n  p e r s i s t e n c e  ( A c c a p a z z a t o  e t  a1 2 0 0 4 ) .  T h i s  s t u d y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a d d i t i o n  
o f  a u t o l o g o u s  b u t  n o t  a l l o g e n e i c  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  t o  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  
c o c u l t u r e  c o n t a i n i n g  H P I V 3  g e n e r a t e d  D C s ,  r e s t o r e d  t h i s  i n h i b i t i o n  o f  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  i n  a  c o n t a c t  d e p e n d e n t  m a n n e r ,  r e l i a n t  o n  I L - 2  p r o d u c t i o n .  C l e a r l y  a  
n o v e l  m e c h a n i s m  o f  r e g u l a t i o n  i n v o l v i n g  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w a s  a f o o t .  T h e s e  f m d i n g s  
p r o m p t e d  u s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  r e d u c e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  t h e  e x a c t  
c e l l  t y p e  i n v o l v e d .  T h e  C D 1 4 -  C D 3 -  p o p u l a t i o n s  c o n s i s t  o f  a  h e t e r o g e n o u s  g r o u p  o f  
c e l l s  w i t h  C D 1 9 +  ( B  c e l l s )  a n d  C D 5 6 +  ( N K s )  c e l l s  p r e d o m i n a t i n g .  R e c e n t l y  a  s t u d y  
s h o w e d  t h a t  N K  c e l l s  m a y  r e g u l a t e  t h e  e x p a n s i o n  o f  p o l y c l o n a l l y  a c t i v a t e d  T  c e l l s  b y  
c e l l  c y c l e  a r r e s t  ( T r i v e d i  e t  a 1  2 0 0 5 )  w h i l e  a n o t h e r  r e p o r t  d e m o n s t r a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  b i n d i n g  o f  N K  c e l l s  t o  a u t o l o g o u s  T  c e l l s  d u r i n g  m i t o s i s ,  w h i c h  d i d  n o t  i n d u c e  T  
c e l l  c y t o t o x i c i t y  ( N o l t e - ' t  H o e n  e t  a1 2 0 0 6 ) .  A l s o ,  w e  o b s e r v e d  a n  e x p a n s i o n  o f  C D 5 6  
( N K  c e l l  m a r k e r )  p o s i t i v e  c e l l s  i n  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  d u r i n g  
p r e l i m i n a r y  i n v e s t i g a t i o n s .  N K  c e l l s  n e e d  t o  b e  a c t i v a t e d  b e f o r e  t h e y  c a n  e x e r t  
e f f e c t o r  f u n c t i o n  a n d  a s  d i r e c t  i n f e c t i o n  o f  m o n o c y t e s  w i t h  H P I V 3  i n d u c e s  s i g n i f i c a n t  
I F N a  p r o d u c t i o n ,  w h i c h  i s  k n o w n  t o  a c t i v a t e  a n d  e n h a n c e  N K  r e s p o n s e s  ( W a l l a c e  
a n d  S m y t h  2 0 0 5 ,  D e g l i - E s p o s t i  a n d  S m y t h  2 0 0 5 ) ,  i t  i s  p l a u s i b l e  t h a t  t h i s  c y t o k i n e  
c o u l d  p l a y  a  r o l e  i n  i n d u c i n g  N K  c e l l  a c t i v a t i o n  i n  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  
c o c u l t u r e s .  T h e r e f o r e  i t  w a s  s p e c u l a t e d  t h a t  t h i s  g r o u p  o f  c e l l s  m i g h t  b e  i n v o l v e d  i n  
t h e  f a i l u r e  o f  T  c e l l s  t o  p r o l i f e r a t e  t o  H P I V 3  i n f e c t i o n .  T h i s  h y p o t h e s i s  w a s  c o n k e d  
b y  t h e  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  u p o n  
a d d i t i o n  o f  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s  t o  t h e  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e .  T h i s  e f f e c t  w a s  n o t  
o b s e r v e d  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  p u r i f i e d  a u t o l o g o u s  C D 1 9 +  c e l l s  t o  H P I V 3  
i n f e c t e d  c o c u l t u r e s .  
I n t e r e s t i n g l y ,  a l t h o u g h  N K  c e l l s  i n h i b i t e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  t h e y  d i d  n o t  i n d u c e  T  
c e l l  d e a t h .  P r e v i o u s  s t u d i e s  i n v e s t i g a t i n g  N K  c e l l  r e g u l a t i o n  ( T r i v e d i  e t  a1 2 0 0 5 ) ,  i n  
c o m b i n a t i o n  w i t h  o u r  o w n  o b s e r v a t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  l a c k  o f  s i g n i f i c a n t  a p o p t o s i s  a n d  
t h e  r e v e r s i b l e  n a t u r e  o f  t h e  r e d u c e d  p r o l i f e r a t i o n ,  l e d  u s  t o  s p e c u l a t e  t h a t  N K  c e l l s  
m a y  t a r g e t  c o m p o n e n t s  o f  t h e  c e l l  c y c l e  p a t h w a y .  I n  o u r  s t u d y ,  N K  c e l l s  a p p e a r e d  t o  
a r r e s t  T  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  i n  t h e  G O I G 1  p h a s e  b y  p a r t i a l l y  p r e v e n t i n g  d e g r a d a t i o n  
o f  t h e  c e l l  c y c l e  i n h i b i t o r  p r o t e i n ,  p 2 7 .  O t h e r  v i r u s e s ,  s u c h  a s  H C V  a n d  S I V  h a v e  b e e n  
s h o w n  t o  u s e  s i m i l a r  m e t h o d s  t o  s u p p r e s s  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  t h r o u g h  r e d u c e d  
d e g r a d a t i o n  o f  c y c l i n  d e p e n d e n t  k i n a s e  i n h i b i t o r s  p 2  1  a n d  p 2 7 ,  r e s u l t i n g  i n  T  c e l l  
c y c l e  a r r e s t  ( Y a o  e t  a1 2 0 0 3 ,  N d o l o  e t  a1 2 0 0 2 ) .  T h e  f a c t  t h a t  o n l y  p a r t i a l  p r e v e n t i o n  
o f  p 2 7  d e g r a d a t i o n  w a s  o b s e r v e d ,  i s  i n  k e e p i n g  w i t h  t h e  l o w  l e v e l s  o f  c e l l s  t h a t  a r e  
a f f e c t e d  i n  t h e  c e l l  c y c l e  s t u d i e s  a n d  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  c l i n i c a l  o u t c o m e  o f  t h i s  
i n f e c t i o n  w h e r e b y  d i f f e r e n t  i n d i v i d u a l s  w i l l  m o u n t  d i f f e r e n t  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s .  
T h e  u s e  o f  N K  d e p l e t i o n  s t u d i e s  f i - o m  d o n o r s  a s  o p p o s e d  t o  a r t i f i c i a l  N K : T  c e l l  r a t i o  
e x p e r i m e n t s  r e f l e c t s  m o r e  a c c u r a t e l y  t h i s  v a r i a t i o n  w i t h i n  t h e  h u m a n  p o p u l a t i o n .  T h i s  
c o n t r o l  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  b y  r e v e r s i b l e  c e l l  c y c l e  a r r e s t  r a t h e r  t h a n  c e l l  
c y t o t o x i c i t y  w o u l d  r e p r e s e n t  a  c l e a v e r  d e p a r t u r e  f o r  N K s  w h e r e  T  c e l l  d e a t h  m i g h t  b e  
t o o  c o s t l y  f o r  t h e  h o s t .  A l s o ,  H P I V 3  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  c o n t r i b u t e  t o  v i r a l  
p e r s i s t e n c e  t h r o u g h  d o w n r e g u l a t i o n  o f  g r a n z y m e  B  r n R N A ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  c y t o t o x i c  
d y s f u n c t i o n  o f  k i l l e r  c e l l s  ( S i e g  e t  a1 1 9 9 5 ) .  T h s  v i r u s  s u r v i v a l  s t r a t e g y  w o u l d  
o b v i o u s l y  a f f e c t  N K  c e l l  c y t o t o x i c  r e s p o n s e s ,  f o r c i n g  N K  c e l l s  t o  e v o l v e  o t h e r  
m e c h a n i s m s  t o  c o n t r o l  o r  r e g u l a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s .  I n  a d d i t i o n ,  c o n t r o l  o f  
p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  d o e s  n o t  s e e m  t o  a f f e c t  a p p r o p r i a t e  T  c e l l  p o l a r i s a t i o n  t o  
T h l  c e l l s .  T h u s  c e l l  a r r e s t  r a t h e r  t h a n  c e l l  d e a t h  p e r m i t s  a t  l e a s t  s o m e  d e f e n c e  a g a i n s t  
t h e  i n v a d i n g  o r g a n i s m .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s  a n d  o t h e r  r e p o r t s  ( N o l t e - ' t  H o e n  e t  a1 
2 0 0 6 )  w e  h y p o t h e s i s e  t h a t  N K  c e l l s  e n g a g e  i n  s u r v e i l l a n c e  o f  T  c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  
r e g u l a t e  p r o l i f e r a t i o n  o f  o v e r a c t i v e  T  c e l l s  t h a t  m a y  b e  i n d u c e d  d u r i n g  H P I V 3  
i n f e c t i o n s .  T h i s  p r e v e n t s  b y s t a n d e r  i m m u n e  a c t i v a t i o n  a n d  l i m i t s  i m m u n e  d a m a g e ,  t h e  
u l t i m a t e  p r i c e  b e i n g  v i r a l  p e r s i s t e n c e  a n d  p o o r  m e m o r y  T  c e l l  r e s p o n s e s .  F u t u r e  
s t u d i e s  s h o u l d  f o c u s  o n  c o m p o n e n t s  o f  t h e  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  o f  I L - 2 ,  a s  T  c e l l  
i n h i b i t i o n  i n d u c e d  f i o m  H P I V 3  i n f e c t i o n  i s  I L - 2  d e p e n d e n t  a n d  I L - 2  i s  e s s e n t i a l  f o r  T  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( G a f f e n  a n d  L i u  2 0 0 4 ) ,  w h i c h  i s  u l t i m a t e l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
g e n e r a t i o n  o f  m e m o r y  T  c e l l s  ( E s s e r  e t  a1 2 0 0 3 ) .  
O f  w i d e r  i n t e r e s t ,  i n  s t u d i e s  l o o k i n g  a t  t h e  o v e r a l l  c e l l  c y c l e  s t a t u s  o f  t h e s e  c e l l s  w e  
o b s e r v e d  t h a t  a l l  N K  d e p l e t e d  c o c u l t u r e s  h a d  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e d  p h o s p h o r y l a t i o n  
o f  r e t i n o b l a s t o m a ,  a  k e y  e v e n t  t h a t  d r i v e s  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  ( S h e r r  a n d  R o b e r t s  
1  9 9 9 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s t r o n g l y  s u g g e s t  t h a t  N K  c e l l s  r e g u l a t e  a l l  l y m p h o c y t e  
p r o l i f e r a t i o n .  N K  c e l l  r e g u l a t i o n  h a s  l a r g e l y  b e e n  o v e r s h a d o w e d  b y  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  
( Z h a n g  e t  a1 2 0 0 6 ) .  R e g u l a t o r y  T  c e l l s  p l a y  a  p i v o t a l  r o l e  i n  s u p p r e s s i n g  r e s p o n s e s  t o  
s e l f  ( S a k a g u c h i  2 0 0 5 ) ,  t h u s  p r e v e n t i n g  a u t o i m m u n i t y ,  i n  a d d i t i o n  t o  i n f e c t i o u s  
p a t h o g e n s  ( M c G u i r k  e t  a1 2 0 0 2 ,  K i n t e r  e t  a1 2 0 0 4 ) .  H o w e v e r ,  s e v e r a l  s t u d i e s  
i n v e s t i g a t i n g  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  h a v e  s u g g e s t e d  a  r e g u l a t o r y  r o l e  f o r  N K  c e l l s  i n  
c o n t r o l l i n g  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  ( S m e l t z  e t  a1 1 9 9 9 ,  P a z m a n y  2 0 0 5 ,  Z h a n g  e t  a 1  2 0 0 6 ) .  
N K  c e l l s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  c o n t r o l  T  c e l l  r e s p o n s e s  d u r i n g  v i r a l  i n f e c t i o n s  ( S u  
e t  a1 2 0 0 1 ,  Z h a n g  e t  a1 2 0 0 6 ) .  O n e  s t u d y  s h o w e d  t h a t  d e p l e t i o n  o f  N K  c e l l s  i n  v i v o  
d u r i n g  m u r i n e  c y t o m e g a l o v i r u s  ( M C M V )  i n f e c t i o n  a c t u a l l y  e n h a n c e d  t h e  n u m b e r  o f  
I F N y  s p e c i f i c  T  c e l l s  ( S u  e t  a1 2 0 0 1 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  N K  c e l l  n a t u r a l  c y t o t o x i c  
r e c e p t o r  N K p 4 6  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b i n d  t o  H A  o n  i n f l u e n z a  v i r u s  a n d  H N  o n  S e V ,  
a c t i v a t i n g  N K  c e l l s  t o  l y s e  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  ( M a n d e l b o i m  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  S e V  
( m u r i n e  f o r m  o f  H P I V 1 )  i s  r e l a t e d  t o  H P I V 3  ( C h a n o c k  e t  a1 2 0 0 1 )  s o  o n e  c o u l d  
s p e c u l a t e  t h a t  N K p 4 6  m a y  a l s o  r e c o g n i s e  H N  f f o m  H P I V 3 .  H o w e v e r ,  c e l l u l a r  
c y t o t o x i c i t y  i s  n o t  d e t e c t e d  d u r i n g  H P I V 3  i n f e c t i o n s ,  s o  p e r h a p s  N K  r e c e p t o r s  h a v e  a  
m o r e  f l e x i b l e  r o l e  t h a n  p r e v i o u s l y  t h o u g h t .  T h u s ,  N K  r e g u l a t i o n  i s  a  c r i t i c a l  f e a t u r e  i n  
s h a p i n g  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  v i r u s e s  a n d  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s .  O v e r a l l ,  o u r  
r e s u l t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  a  n o v e l  m e c h a n i s m  o f  i m m u n e  r e g u l a t i o n  b y  N K  c e l l s  a n d  
n o t  o n l y  s h e d  n e w  l i g h t  o n  t h e  c o m p l e x  a n d  m u l t i  f a c e t e d  h u m a n  r e s p o n s e  t o  d a n g e r  
b u t  r e v e a l  a  n e w  c e l l  c y c l e  c o n t r o l  m e c h a n i s m ,  d e m o n s t r a t e d  f i - o m  t h e  r e t i n o b l a s t o m a  
e x p e r i m e n t s ,  t h a t  m a y  p r o v i d e  i m p o r t a n t  c l u e s  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c a n c e r .  
L a s t l y ,  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  a  n o v e l  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e V  v a c c i n e  ( e x p r e s s i n g  
R S V  F  a n d  H P I V 3  F  a n d  H N  a n t i g e n s )  a g a i n s t  H P I V 3  w e r e  e v a l u a t e d ,  b y  c o m p a r i n g  
i m m u n e  r e s p o n s e s  g e n e r a t e d  a g a i n s t  t h e  v a c c i n e  i n  a  m u r i n e  i n  v i v o  m o d e l ,  t o  t h o s e  
p r o d u c e d  f i - o m  o u r  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  ( s u m m a r i s e d  i n  c h a p t e r  5 ) .  I n  p a r a l l e l ,  w e  
a l s o  i n v e s t i g a t e d  h u m a n  T  c e l l  r e s p o n s e s  t o  t h e  e n v e l o p e  g l y c o p r o t e i n s  o f  H P I V 3 ,  
i n f l u e n z a  a n d  S e V ,  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  v i r o s o m e s ,  t o  a s s e s s  i f  H P I V 3  v i r a l  
g l y c o p r o t e i n s  F  a n d  H N  c o n t r i b u t e d  t o  i m m u n e  s u p p r e s s i o n .  O t h e r  v i r u s e s ,  i n c l u d i n g  
R S V ,  w h i c h  i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  H P I V 3 ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  m e d i a t e  T  c e l l  
s u p p r e s s i o n  t h r o u g h  d i r e c t  c e l l  c o n t a c t  w i t h  v i r a l  e n v e l o p e  g l y c o p r o t e i n s  ( S c h l e n d e r  
e t  a1 2 0 0 1 ,  D u b o i s  e t  a 1  2 0 0 1 ) .  T h e r e f o r e ,  i t  w a s  a p p e a l i n g  t o  s p e c u l a t e  t h a t  a  s i m i l a r  
m e c h a n i s m  w a s  o c c u r r i n g  i n  o u r  s y s t e m .  A  s i m i l a r  p a t t e r n  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  
o b s e r v e d  f i o m  t h e  H P I V 3  v i r o s o m e  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  t o  l i v e  H P I V 3  i n f e c t e d  
c o c u l t u r e s ,  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  r e d u c e d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f i o m  M L R  c o c u l t u r e s  b u t  
i n d u c e d  n o  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  p r o l i f e r a t i n g  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s .  T h u s ,  t h e s e  
r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  m a j o r  e n v e l o p e  p r o t e i n s  o f  H P I V 3  a p p e a r  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h i s  
T  c e l l  s u p p r e s s i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  H P I V 3  i n f e c t i o n s .  I n  a d d i t i o n ,  S e V  v i r o s o m e  
i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  s t i m u l a t e d  h i g h  l e v e l s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  w h i c h  w a s  a n  
e n c o u r a g i n g  r e s u l t ,  c o n s i d e r i n g  t h e  v a c c i n e  i s  d e s i g n e d  o n  a  S e V  b a c k b o n e .  H e n c e ,  
t h e  s t r o n g  T  c e l l  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e  i n d u c e d  b y  S e V  c o u l d  p o t e n t i a l l y  o v e r r i d e  t h e  
s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  i n d u c e d  b y  H P I V 3 .  
O u r  s t u d i e s  i n v e s t i g a t i n g  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  a  n o v e l  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  v a c c i n e ,  
r e v e a l e d  t h a t  t h s  n o v e l  v a c c i n e  w a s  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  r o b u s t  a n t i  H P I V 3  s p e c i f i c  
s e r u m  I g G  a n d  p o l a r i s e d  T h l  r e s p o n s e s  i n  m i c e  i n  v i v o .  S i r m l a r  e n c o u r a g i n g  i m m u n e  
r e s p o n s e s  w e r e  o b s e r v e d  f i o m  i n f e c t i o n  o f  t h e  h u m a n  e x  v i v o  m o d e l  w i t h  t h e  v a c c i n e .  
I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  v a c c i n e  a p p e a r e d  t o  b y p a s s  t h e  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  e x e r t e d  b y  
H P I V 3 ,  r e s t o r i n g  n o r m a l  l e v e l s  o f  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  t o  m i x e d  l e u k o c y t e  c u l t u r e s .  
T h u s ,  t h i s  n o v e l  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  v a c c i n e  m a y  b e  c a p a b l e  o f  o v e r r i d i n g  t h e  
s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  i m p o s e d  b y  H P I V 3  e n a b l i n g  T  c e l l s  t o  p r o l i f e r a t e  n o r m a l l y  a n d  
g e n e r a t e  a n  e x t e n s i v e  r e p e r t o i r e  o f  m e m o r y  T  c e l l s ,  r e p r e s e n t i n g  a  p r o m i s i n g  v a c c i n e  
a g a i n s t  H P I V 3  i n  t h e  f u t u r e .  A t  p r e s e n t  t h e r e  i s  n o  l i c e n s e d  v a c c i n e  f o r  H P I V 3 ,  
a l t h o u g h ,  t w o  l i v e  a t t e n u a t e d  H P I V 3  v a c c i n e s  h a v e  r e a c h e d  p h a s e  I 1  i n  c l i n i c a l  t r i a l s  
( B e l s h e  e t  a1 2 0 0 4 ,  G r e e n b e r g  e t  a1 2 0 0 5 ) .  S o  f u t u r e  p r o s p e c t s  o f  a c q u i r i n g  a  l i c e n s e d  
H P I V 3  v a c c i n e  a r e  o p t i m i s t i c  a n d  t h r o u g h  a d v a n c e m e n t s ,  n o t  o n l y  i n  g e n e t i c  
engineering but also in research, this will enable more campetent vaccines to be 
developed. Also, as animal models are widely used to evaluate immune responses to 
novel vaccines, the deveIapd human ex vivo model could potentidy be used to 
corroborate findings in vivo, providing additional information and a hwnm 
perspective on developing vaccines. 
A P P E N D I C E S  
A p p e n d i x  1 :  
A  
F S C H  
A n a l y s i s  o f  c e l l  p u r i t y  b y  f l o w  
8- 0 ,  
c y t o m e t r y  
-  
0  -  
8 :  
0  -  
P u r i t y  o f  C D 3 +  T  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  h u m a n  P B M C s .  C e l l s  w e r e  p o s i t i v e l y  s e l e c t e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  
a n t i - h u m a n  F I T C - C D 4 ,  A P C - C D 3  a n d  P e - C D 1 2 3  a n d  p u r i t y  w a s  a s s e s s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  
Q u a d r a n t s  m a r k e r s  w e r e  s e t  b a s e d  o n  i s o t y p e  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  
q u a d r a n t ,  w h i c h  e x h i b i t  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  s t a i n i n g  f o r  a  p a r t i c u l a r  m a r k e r .  T h e  C D 3  e n r i c h e d  
p o p u l a t i o n  h a d  a  p u r i t y  >  9 5 % .  
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F S C H  
P u r i t y  o f  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  i s o l a t e d  f r o m  h u m a n  P B M C s .  C e l l s  w e r e  p o s i t i v e l y  s e l e c t e d  a n d  
s t a i n e d  w i t h  a n t i - h u m a n  A P C - C D 3  a n d  P e - C D 1 4  a n d  p u r i t y  w a s  a s s e s s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  Q u a d r a n t  
m a r k e r s  w e r e  s e t  b a s e d  o n  i s o t y p e  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t ,  
w h i c h  e x h i b i t  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  s t a i n i n g  f o r  a  p a r t i c u l a r  m a r k e r .  T h e  C D 1 4  e n r i c h e d  p o p u l a t i o n  h a d  
a  p u r i t y  >  9 0 %  w i t h  <  2 %  c o n t a m i n a t i n g  C D 3 +  T  c e l l s .  
F S C H  
P u r i t y  o f  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e s  ( C D 1 4 -  f r a c t i o n ) .  T h e  C D 1 4 -  c e l l  
f i a c t i o n  w a s  c o l l e c t e d  a n d  d e p l e t e d  o f  C D 3 +  c e l l s ,  u s i n g  a n t i - C D 3  m i c r o b e a d s .  C e l l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  
a n t i - h u m a n  A P C - C D 3 ,  P e - C D 1 2 3 ,  A P C - C D 5 6  a n d  P e - C D 1 4  a n d  p u r i t y  w a s  a s s e s s e d  b y  f l o w  
c y t o m e t r y .  Q u a d r a n t s  m a r k e r s  w e r e  s e t  b a s e d  o n  i s o t y p e  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t ,  w h i c h  e x h i b i t  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  s t a i n i n g  f o r  a  p a r t i c u l a r  m a r k e r .  
C o n t a m i n a t i n g  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  a n d  C D 3 +  T  c e l l s  w e r e  f o u n d  t o  b e  < 2 %  o f  t h e  C D 1 4 - C D 3 -  
p o p u l a t i o n  a f t e r  p u r i f i c a t i o n .  
D  
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P u r i t y  o f  C D 5 6 +  N K  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  h u m a n  P B M C s .  C e l l s  w e r e  p o s i t i v e l y  s e l e c t e d  u s i n g  t h e  
N K  C e l l  I s o l a t i o n  K i t  I I  a n d  s t a i n e d  w i t h  a n t i - h u m a n  A P C - C D 3 ,  P s C D 1 4  a n d  F I T C l A P C C D 5 6  a n d  
p u r i t y  w a s  a s s e s s e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  s e t  b a s e d  o n  i s o t y p e  c o n t r o l s  a n d  
v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t ,  w h i c h  e x h i b i t  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  s t a i n i n g  f o r  a  
p a r t i c u l a r  m a r k e r .  T h e  N K  e n r i c h e d  p o p u l a t i o n  h a d  a  p u r i t y  >  9 0 %  w i t h  <  2 %  c o n t a m i n a t i n g  C D 3 +  
a n d  C D 1 4 +  c e l l s ,  w h i l e  t h e  d e p l e t e d  f i a c t i o n  c o n t a i n e d  <  2 %  C D 5 6 +  c e l l s .  
A p p e n d i x  2 :  T  c e l l  s e c r e t i o n  f r o m  A 5 4 9  D C I M L R  c o c u l t u r e s  
U n s t i m u l a t e d  
M e d i u m  
M o c k  
H P N 3  
u v  H P I V 3  
I n f l u e n z a  
U V  I n f l u e n z a  
P M A + a C D 3  
T  c e l l  s e c r e t i o n  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e s  c o c u l t u r e d  w i t h  A 5 4 9  D C s .  C e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H P I V 3  
o r  i n f l u e n z a  v i r u s  a n d  w e r e  c u l t u r e d  f o r  2 4 h  ( s e c t i o n  2 . 2 . 7 ) .  C o c u l t u r e s  o f  A 5 4 9  D C s  w i t h  a l l o g e n e i c  
m i x e d  l e u k o c y t e s  ( M L R :  C D 1 4  d e p l e t e d  f i - a c t i o n )  w e r e  s e t  u p  a t  a  1 : 1 0  r a t i o  a n d  i n c u b a t e d  f o r  3  d a y s  
( s e c t i o n  2 . 2 . 1 0 ) .  S u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f r o m  t h e  c o c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I F N y  a n d  L 1 0  
s e c r e t i o n  b y  E L I S A .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  + _  S D  f o r  A 5 4 9  D C I M L R  c o c u l t u r e s .  
A p p e n d i x  3 :  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 -  C D 1 4 -  
c e l l s  
M L R  
.I 
M  E D l U M  
C D 3 - C D 1 4 -  
C D 3 - C D 1 4 -  
+ P I V  
C D 3 - C M 4 -  
+ F L U  
M  E D l U M  
1  
-  b  
C P M  C P M  
M i x e d  l e u k o c y t e  a n d  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  w e r e  l e f t  u n t r e a t e d  
( C D 3 -  C D 1 4 - )  o r  i n f e c t e d  w i t h  i n f l u e n z a  ( C D 3 - C D 1 4 - + F L U )  o r  H P I V 3  ( C D 3 - C D 1 4 - + P I V )  a n d  c o  
c u l t u r e d  i n  a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R )  o r  w i t h  a l l o g e n e i c  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  
( s e c t i o n  2 . 2 . 1 0 ) .  P r o l i f e r a t i o n  w a s  m e a s u r e d  b y  3 ~  i n c o r p o r a t i o n  a f t e r  5  d a y s  i n  c u l t u r e  ( s e c t i o n  3 . 2 . 9 ) .  
D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c p m  2  S E  f o r  e a c h  s a m p l e .  
A p p e n d i x  4 :  T G F P  s e c r e t i o n  f r o m  H P I V 3  i n f e c t e d  c o c u l t u r e s  
M L R  C D 3 +  T  
M E D I U M  
m D C  
m D C + T N F  
m D C + P I V  
m D C + F L U  
T G F P  s e c r e t i o n  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  a n d  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s .  C D 1 4 +  c e l l s  w e r e  l e f t  
u n t r e a t e d  ( m D C )  o r  t r e a t e d  w i t h  T N F a  ( m D C + T N F )  o r  i n f e c t e d  w i t h  i n f l u e n z a  ( m D C + F L U )  o r  H P N 3  
( m D C + P N )  a n d  c o c u l t u r e d  i n  a l l o g e n e i c  m i x e d  l e u k o c y t e  r e a c t i o n s  ( M L R )  o r  w i t h  a l l o g e n e i c  p u r i f i e d  
C D 3 +  T  c e l l s  ( s e c t i o n  2 . 2 . 1 0 ) .  T G F P  w a s  m e a s u r e d  b y  E L I S A  ( D u o s e t  k i t ,  R & D )  a f t e r  3  d a y s  i n  
c u l t u r e .  R e s u l t s  r e f l e c t  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e  f i o m  t h e  v a r i o u s  c o c u l t u r e s .  
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m D C + T N F  
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A p p e n d i x  5 :  E x p r e s s i o n  o f  p 2 1  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  a n d  N K  
d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  
M e d i u m  H P I V 3  F L U  P M A  T  
+  
a C D 3  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  t h e  c e l l  c y c l e  i n h i b i t o r  p 2 1 .  C D 1 4 +  c e l l s  w e r e  l e f t  u n t r e a t e d  o r  i n f e c t e d  
w i t h  I B I V 3  o r  i n f l u e n z a  a n d  c o c u l t u r e d  w i t h  m i x e d  l e u k o c y t e s  o r  C D 5 6 - t -  N K  d e p l e t e d  m i x e d  
l e u k o c y t e s .  C e l l  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  4 8  h  c u t t u r e s  a n d  a n a l  y s e d  f o r  p 2  1  b y  w e s t e r n  b l o t  ( s e c t i o n  
4 . 2 . 5 ) .  B l o t s  d e p i c t  p 2  l e x p r e s s i m  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l h r r e s  I p 2  1 )  a n d  N K  d e p l e t e d  m i x e d  
l e u k w e  c u c u l t u r e s  ( p 2  I  - N 1 K ) .  
A p p e n d i x  6 :  I L - 5  s e c r e t i o n  f r o m  a n t i g e n  r e s t i m u l a t e d  s p l e n o c y t e s  o f  
i m m u n i s e d  m i c e  
S e V  1 0 * 4  
S e V  1 0 * 6  
P M  A + a C  W  
1 0 u g l m l  B P L  P I V  
5 u g l m  I  B P L  P I V  
I u g l m l B P L P I V  4  
0  9  
0  5 0 0  1 0 0 0  1 5 0 0  2 0 0 0  2 5 0 0  
I L - 5  ( p g l m  I )  
S e V  1 0 * 4  
S e V  1 0 * 6  
P M A + a C D 3  
1 0 u g l m l  B P L  P I V  
5 u g l m  I  B P L  P I V  
l u g l m l  B P L  P I V  
0  
S e V  1 0 * 4  1  
S e V  1 0 * 6  
P M A + a C D 3  
1 0 u g l m  I  B P L  P I V  
5 u g l m  I  B P L  P I V  
l u g l m l  B P L  P I V  
0  
S e V  1 0 * 4  1  
I O u g l m  I  B P L  P I V  
5 u g l m  I  B P L  P I V  
I  u g l m  l  B P L  P I V  
0  
0  5 0 0  1 0 0 0  1 5 0 0  2 0 0 0  
I N - P B S  
S e  V  1 0 * 4  
S e V  1 0 * 4  
S e V  1 0 * 6  
P M  A * a C D 3  
1 0 u g l m I  B P L  P I V  
5 u g l m  I  B P L  P I V  
I  u g l m  l  B P L  P I V  
0  F  
0  5 0 0  I 0 0 0  1 5 0 0  2 0 0 0  
T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a n s a l  i n f e c t i o n  w i t h  S e V  a n d  S e V  e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  H P I V 3  F  
( c h 3 )  a n d  H N  ( c h l )  g e n e s .  M i c e  w e r e  i r n m u n i s e d  i n t r a n s a l l y  w i t h  S e V  a n d  S e V ( c h l + c h 3 )  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  1 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  
W  i n a c t i v a t e d  S e V ,  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  A f t e r  3  d a y s ,  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  S e V  l o 7 ,  S e V ( c h l + c h 3 )  l o 7 ,  S e V  1 0 ~ ~ e ~ ( c h l + c h 3 )  l o 5  a n d  P B S  
( c o n t r o l )  c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I L - 5  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  ( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  
c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e  p e r  g r o u p .  
l  P S e V  1 0 * 7  
S e V  1 0 * 4  
S e V  1 0 * 6  
P M A + a C  D 3  
1 0 u g l m l  B P L  P I V  
5 u g l m l  B P L  P I V  ,  
I  u g l m  l  B P L  P l V  , ,  
0  
4  4  
0  1 0 0 0  2 0 0 0  3 0 0 0  
S e V  1 0 * 4  
S e V  1 0 * 6  
P M A + a C D 3  
1 0 u g l m l  B P L  P I V  
5 u g l m  I  B P L  P I V  
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1 0 u g l m  l  B P L  P I V  
5 u g l m  I  B P L  P I V  
l u g l m l  B P L  P I V  
T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a p e r i t o n e a l  i n f e c t i o n  w i t h  S e V  a n d  S e V  e x p r e s s i n g  c h i m e r i c  H P I V 3  
F  ( c h 3 )  a n d  H N  ( c h l )  g e n e s .  M i c e  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  S e V  a n d  S e V ( c h l + c h 3 )  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  1 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  W  
i n a c t i v a t e d  S e V ,  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  A f t e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  
w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  S e V  l o 7 ,  S e V ( c h l + c h 3 )  l o 7  a n d  P B S  ( c o n t r o l )  c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I L - 5  
s e c r e t i o n  b y  E L I S A  ( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e  p e r  
g r o u p .  
no 
1  O A 4 S e V  
0 1 0 A 6  S e V  
P M  A l A C D 3  
P B S  S e V 1 0 A 5  S e V 1 0 A 7  F m u t  1 0 A 5  F m u t  1 0 A 7  
T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a n a s a l  i n f e c t i o n  w i t h  a  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  ( F m u t )  a n d  S e V  
w t .  M i c e  w e r e  i r n m u n i s e d  w i t h  a  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e w  ( F m u t )  a n d  S e V w t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  
5 . 2 . 1  ( e x p e r i m e n t  2 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  U V  i n a c t i v a t e d  S e V  
a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 )  a n d  c u l t u r e d  f o r  3  d a y s .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  
h a r v e s t e d  f i o m  P B S  ( c o n t r o l ) ,  S e V  l o 5 ,  s e v 1 0 7 ,  S e w  F m u t  l o 5  a n d  S e w  F m u t  l o 7  c u l t u r e s  a n d  
t e s t e d  f o r  I L - 5  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  ( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  - + _  S D  f o r  e a c h  
s a m p l e  p e r  g r o u p .  
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p f u l r n l  p f u l r n l  
T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a n s a l  i m m u n i s a t i o n  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  f i n a l  v a c c i n e .  
M i c e  w e r e  i r n m u n i s e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  c o m p e t e n t  S e P I V 4 7 E  v a c c i n e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  
( e x p e r i m e n t  3 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  W  i n a c t i v a t e d  S e V ,  B P L  
i n a c t i v a t e d  H P I V 3  a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  A f t e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f i o m  
S e P I V 4 7 E  l o 7 ,  S e P I V 4 7 E  l o 5  a n d  P B S  ( c o n t r o l )  c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I L - 5  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  
( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  +  S D  f o r  e a c h  s a m p l e  p e r  g r o u p .  
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T  c e l l  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  i n t r a n s a l  i m m u n i s a t i o n  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  f i n a l  v a c c i n e .  
M i c e  w e r e  i m m u n i s e d  w i t h  t h e  r e p l i c a t i o n  d e f i c i e n t  S e P I V 5 6  v a c c i n e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  5 . 2 . 1  
( e x p e r i m e n t  4 )  a n d  s a c r i f i c e d  o n  d a y  3 5 .  S p l e e n  c e l l s  w e r e  r e s t i m u l a t e d  w i t h  B P L  i n a c t i v a t e d  H P I V 3  
a n d  P M A + a C D 3  ( s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  A f t e r  3  d a y s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  f i - o m  S e P I V 5 6  1 . 3 x 1 0 5 ,  
S e P I V 5 6  1 . 3 ~ 1 0 ~  a n d  P B S  ( c o n t r o l )  c u l t u r e s  a n d  t e s t e d  f o r  I L - 5  s e c r e t i o n  b y  E L I S A  ( s e c t i o n  5 . 2 . 3 ) .  
D a t a  r e f l e c t s  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  f  S D  f o r  e a c h  s a m p l e  p e r  g r o u p .  
A p p e n d i x  7 :  A d d i t i o n a l  s t a t i s t i c s  
T a b l e  7 . A  D i s p l a y s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e s  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  H P N 3  s a m p l e s  a n d  o t h e r  
t r e a t m e n t s  f o r  I F N a  p r o d u c t i o n .  
T a b l e  7 . B  S h o w s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e s  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  H P I V 3  s a m p l e s  a n d  o t h e r  
t r e a t m e n t s  f o r  I F N a  p r o d u c t i o n  f r o m  C D 1 4 +  m o n o c y t e s .  
I L 4 D C  ( 2 8 - 1 0 - 0 4 )  
T a b l e  7 . C  S h o w s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  H P I V 3  s a m p l e s  a n d  o t h e r  
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P = 0 . 0 1 3  
M E D - V - P I V  ,  
P = 0 . 0 1 2  
t r e a t m e n t s  f o r  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  f r o m  C D 1 4 +  m o n o c y t e s .  
I F N - D C  ( 2 6 - 4 - 0 6 )  ( ~ = 0 . 0 4 1  
A 5 4 9 D C ( 1 9 - 7 - 0 4 )  ] ~ = 0 . 0 1 3  
-  F L U - V - P I V  
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l F N a  M E D - V - P I V  ] T N F ~ - V - P I V  
T a b l e  7 . D  S h o w s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e s  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  
T N F a - V - P I V  
P = 0 . 0 0 5  
P = 0 . 0 3 3  
*  
C D 1 4 +  2 4 h  ( 6 - 9 - 0 4 ) B  
C D 1 4 +  4 8 h  ( 6 - 9 - 0 4 ) B  
a n d  t h e  o t h e r  M L R  c o c u l t u r e s  f o r  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( c p m ) .  
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T a b l e  7 . E  S h o w s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  n o n - t r e a t e d  a n d  I L - 2  t r e a t e d  
D C - V - D C + P I V  
P = 0 . 0 0 6  
H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  f o r  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( c p m ) .  
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T a b l e  7 . F  S h o w s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e s  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 +  T  c e l l  
c o c u l t u r e s  ( c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s )  a n d  t h e  o t h e r  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  
( c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s )  f o r  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( c p m ) .  
T a b l e  7 . G  S h o w s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e s  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  H P I V 3  i n f e c t e d  M L R  c o c u l t u r e s  
( c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  o r  a l l o g e n e i c  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s )  a n d  t h e  o t h e r  M L R  c o c u l t u r e s  
* N S  ( n o t  s i g n i f i c a n t )  
( c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  o r  a l l o g e n e i c  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s )  f o r  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( c p m ) .  
T a b l e  7 . H  S h o w s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e s  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 +  T  c e l l  
M L R  
A U T O + D C  
c o c u l t u r e s  ( c o n t a i n i n g  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s )  a n d  t h e  o t h e r  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  ( c o n t a i n i n g  
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T a b l e  7 . 1  S h o w s  t h e  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e  ( P  v a l u e s )  b e t w e e n  s a m p l e s  f o r  R b  p h o s p h o r y l a t i o n  
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a u t o l o g o u s  N K  c e l l s )  f o r  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( c p m ) .  
f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  a n d  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s .  
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A p p e n d i x  8 :  R a w  d a t a  f r o m  r e p e a t  e x p e r i m e n t s  
T a b l e  8 . A  P u r i t y  o f  C D 1 4 +  m o n o c y t e s  ( %  o f  c e l l s  s t a i n i n g  p o s i t i v e  f o r  C D l l c  a n d  C D 1 4 )  i s o l a t e d  
f r o m  h u m a n  P B M C s .  
T a b l e  8 . B  C y t o k i n e  ( I L - 1 0 ,  I L - 1 2 p 4 0  a n d  T N F a )  s e c r e t i o n  p r o f i l e  ( m e a n  c o n c e n t r a t i o n  p g / m l )  o f  
v i r a l l y  i n f e c t e d  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s ,  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  D C s .  
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8 9 1 . 6 2  
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U V  H P I V 3  
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1 6 7 9 . 8 6  
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U V  H P I V 3  
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F L U  
9 3 . 5 6  
4 2 . 4 8  
8 7 4 . 3  
8 7 6 . 4 3  
F L U  
2 8 1  . I  
3 4 . 6 9 *  
3 9 . 6 2  
3 4 . 6 9 p  
3 9 . 6 2  
H P I V 3  
1 1  2 6 . 3 2  
2 2 6 . 8 5 *  
1 4 2 . 3  
1 2 5 4 . 0 9 *  
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U V H P I V 3  
*  
1 2 1 . 3 6  
1 3 . 6 3  
1 4 . 5 3 *  
1 3 . 6 3  
1 4 . 5 3  
F L U  
1 5 6 . 4 9 *  
1 8 . 8 8 *  
5 6 . 2  
8 9 . 9 8 "  
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U V  F L U  
1 0 . 1  
e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  a n d  t h e  u p p e r  r i g h t  ( U R )  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s .  
T a b l e  8 . C  V i r u s  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s  a n d  m o n o c y t e s .  
T a b l e  8 . D  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  ( m e a n  c p m )  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  a n d  M L R  
U R  
C D I  4 +  ( 1  5 / 0 7 / 2 0 0 5 )  
L L  
c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  v i r a l l y  i n f e c t e d  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s ,  m o n o c y t e s  a n d  A 5 4 9  D C s .  
L R  181 
U R  1 1  [  1 4  1 6  1 3  
T h e  l o w e r  l e f t  ( L L )  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l i v i n g  c e l l s ,  t h e  l o w e r  r i g h t  ( L R )  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  
1 2  
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6 8  
9  5  9  
T N F a  H P I V 3  F L U  
T a b l e  8 . E  I F N y  ( m e a n  c o n c e n t r a t i o n  p g l m l )  s e c r e t i o n  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  a n d  M L R  
c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  v i r a l l y  i n f e c t e d  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s  a n d  m o n o c y t e s .  
T a b l e  8 . F  I L - 1 0  ( m e a n  c o n c e n t r a t i o n  p g l m l )  s e c r e t i o n  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  a n d  M L R  
c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  v i r a l l y  i n f e c t e d  I L - 4  D C s ,  I F N - D C s  a n d  m o n o c y t e s .  
C D 3 + T - I F N y  
I L - 4 D C  ( 2 - 1  1 - 0 4 ) D . 2  
I F N - D C  ( 2 3 - 1  1 - 0 4 ) D . 2  
M E D  T  
1 4 . 4 5  
1 7 . 0 3  
M E A N  
( P ~ I ~ I I  
T N F a  H P I V 3  F L U  
M L R - I L - I  0  
I L - 4 D C  ( 2 - 1 1 - 0 4 ) D . 2  
I F N - D C  ( 2 3 - 1  1 - 0 4 l D . 2  
C D 1 4 +  ( 5 1 4 1 0 5 )  
C D 1 4 +  ( 1  1 / 5 / 0 5 )  
C D 1 4 +  ( 2 6 1 4 1 0 5 ) C  
- -  
C D 1 4 +  ( 5 1 4 1 0 5 )  
C D 1 4 +  ( 2 5 1 5 1 0 5 )  
C D 1 4 +  ( 2 6 1 4 1 0 5 ) C  
M E D  
1 1  I  . 6  
T  
5 8 . 0 9  
3 7 . 3 7  
1 0 . 5  
8 . 9  
1 4 . 9 5  
3 5 7 . 4 9  8 9 2 . 8 9  1 7 7 4 . 0 6  1 4 0 1 . 4 3 1  1 9 5 0  
8 . 3 7  
1 6 . 2  
1 1 . 2  
M E A N  
( p p l m l )  
T N F a  
1 6 1 . 5 8  
3 7 1  3 . 3 4  
2 8 4 7 . 4 5  
2 1 4 0 . 6  
2 0 0 7 . 7 5  
4 1  0 8 . 2 2  
1 7 . 1 8  
4 5 . 2  
2 0 . 8 8  
H P I V 3  
2 6 1 . 3 5  
9 2 8 0 . 8 6  
4 0 5 9 . 9 5  
3 9 7 7 . 0 6  
3 1  8 2 . 5 9  
1 8 . 9 4  
4 9 . 0 1  
1 8 . 5 1  
1 0 1  . I  3  
6 7 . 8 1  
7 5 . 3 6  
6 8 . 5 7  6 8 . 7  1 0 7 . 6 1  
F L U  
2 7 7 . 5 9  
1 8 . 7 4  
1 4 . 2 6  
3 9 8 6 . 7 1  
1 7 . 5 9  
3 8 . 7 3  
4 0 . 9 7  
P M A + a C D 3  
2 6 4 . 6  
1 2 5 . 0 3  8 9 . 1 9 ,  2 4 7 5 . 3 1  
3 5 . 0 9  
3 8 8 5 . 5 8  
2 1 . 8 4 ,  
5 4 . 6 9  
2 0 . 1  
3 7 . 8 8  
2 9 . 9 7  
2 4 . 8 2  
3 6 . 8 9  
6 5 . 2 3  
T a b l e  8 . G  A p o p t o s i s  o f  l y m p h o c y t e s  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e s  a n d  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  
c o c u l t u r e d  w i t h  v i r a l l y  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  
U R  1  
1 9 / 0 4 / 2 0 0 5  M E D  ~ T N F U  H P I V 3  F L U  
-
C D 3 + T  
0 6 / 1 2 / 2 0 0 5  
e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  a n d  t h e  u p p e r  r i g h t  ( U R )  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s .  
M E D  
L R  
T a b l e  8 . H  C y t o k i n e  ( m y  a n d  I L - 1 0 )  s e c r e t i o n  ( m e a n  c o n c e n t r a t i o n  p g l m l )  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  
T  c e l l  c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a u t o l o g o u s  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l  p o p u l a t i o n s .  
A P O P T O T I C  
C E L L S  
T N F a  
2 3  
C D 3 + T - I F N y  
2 2 / 0 7 / 2 0 0 5  
H P I V 3  
2 3  
U R  
F L U  
T h e  l o w e r  l e f t  ( L L )  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  l i v i n g  c e l l s ,  t h e  l o w e r  r i g h t  ( L R )  q u a d r a n t  r e p r e s e n t s  
4  3  
T  
6 8 . 0 8  
2 8  2 5  
7  
A u t o + D C  
1 1  8 . 3 1  
5  
M E A N  ( p g l m l )  
A u t o + D C + F L U  
1 2 7 . 8 5  
A u t o + D C + H P I V 3  
1 2 6 . 5  
P M A + a C D 3  
2 3 5 6  
T a b l e  8 . 1  T r a n s w e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( m e a n  c p m )  s t u d i e s  o n  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  
a l l o g e n e i c  D C s  ( u n s t i m u l a t e d ,  T N F a  t r e a t e d  o r  v i r u s  i n f e c t e d )  a n d  a u t o l o g o u s  C D 1 4 -  C D 3 -  c e l l s .  
T a b l e  8 . 5  P h e n o t y p i c  p r o f i l e  o f  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s  ( M I  r e g i o n  s h o w s  t h e  %  o f  p o s i t i v e  c e l l s  f o r  
s p e c i f i c  m a r k e r s ) . .  
T a b l e  8 . K  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f d e s  ( m e a n  c p m )  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  a n d  M L R  
c o c u l t u r e s  ( c o n t a i n i n g  i n f e c t e d  a l l o g e n e i c  m o n o c y t e s )  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a u t o l o g o u s  B  c e l l s .  
T R A N S W E L L S  
C D 3 + T  -  l ~ u t o  / I D C + T  
M e a n  3 ~ -  
t h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  
( c p m )  
A u t o  11 D C + T N F + T A u t o  
3 3 1  
0 7 / 0 7 / 2 0 0 5  
-
1  7 4 1  
7 / 6 / 0 6  D . 2  
I /  D C + P I V + T  
p p  
3 9 2  
5 5 9  2 3 9 3 . 5  2 6 1  1  1 1  1 0 . 5  
C D 3 + T  
2 6 / 0 7 / 2 0 0 5  
1 3 / 0 7 / 2 0 0 5  
A u t o  I /  D C + F L U + T  
2 9 6  
M e a n  3 ~ -  
t h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  
( c p m )  
B + D C + T N F  
7 3 0  
1  9 4 4  
T  
1 6 7  
8 5  
B + D C + P I V  
8 8 9 1  
1 7 8 9  
B + D C  
1 0 5 2  
2 6 9 1  
B + D C + F L U  
2 6 3 3  
P M A + a C D 3  
3 9 5 7 2  
1 8 9 5  4 0 0 5 4 . 3 3  
T a b l e  8 . L  E x p r e s s i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  o n  u n s t i m u l a t e d  a n d  H P I V 3  i n f e c t e d  C D 3 -  C D 1 4 -  c e l l s .  
T a b l e  8 . M  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  ( m e a n  c p m )  f r o m  M L R  c o c u l t u r e s  ( c o n t a i n i n g  i n f e c t e d  
a l l o g e n e i c  m o n o c y t e s )  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a u t o l o g o u s  N K  c e l l s .  
T a b l e  8 . N  C e l l  c y c l e  a n a l y s i s  f r o m  m i x e d  l e u k o c y t e  a n d  N K  d e p l e t e d  m i x e d  l e u k o c y t e  c o c u l t u r e s  
r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a l l o g e n e i c  D C s  ( u n s t i m u l a t e d ,  T N F a  t r e a t e d  o r  v i r u s  i n f e c t e d ) .  
N K  d e p l e t e d  M L R  M I  M 2  M 3  
9 5 . 5 1  0 . 3 0  0 . 6 4  
P  
D C + T N F  
9 6 . 8 2  0 . 5 9  0 . 6 0  
D C + P I V  
9 5 . 1  3  0 . 3 1  0 . 6 4  
~ P M A + ~ C D ~  4 7 . 2 3 1  1 6 . 8 2 1  2 0 . 9 5 1  
M 1  r e p r e s e n t s  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  t h e  G O I G 1  p h a s e ,  M 2  r e p r e s e n t s  S  p h a s e  a n d  M 3  
r e p r e s e n t s  G 2  p h a s e .  
T a b l e  8 . 0  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  ( m e a n  c p m )  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  a n d  
T a b l e  8 . P  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  p r o f i l e s  ( m e a n  c p m )  f r o m  p u r i f i e d  C D 3 +  T  c e l l  c o c u l t u r e s  a n d  
M L R  c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a l l o g e n e i c  v i r o s o m e  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  
M L R  c o c u l t u r e s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  v a c c i n e  ( S e P I V 5 6 )  i n f e c t e d  m o n o c y t e s .  
-  
C D 3 + T  
1 3 / 0 4 / 2 0 0 5  
M L R  
1 3 / 0 4 / 2 0 0 5  
I R I V  ( i n f l u e n z a  v i r o s o m e ) ,  I R P V  ( p a r a i n f l u e n z a  v i r o s o m e )  a n d  I R S V  ( s e n d a i  v i r o s o m e )  
T  
1 2 4  
T  
1 4 7  
M e a n  3 ~ -  
t h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  
( c p m )  
D C + I R I V + T  
1 2 1 0  
D C + I R I V + T  
4 6 9 7  
D C + T  
1 3 3 6  
D C + T  
6 6 9 7  
D C + P I V + T  
4 1  2 0  
5 4 0 3  
D C + T  
5 0 6 9  
2 5 6 8  
"  
C D 3 + T  
7 / 6 / 0 6  D . l  
- -  
2 5 / 0 7 / 2 0 0 6  
T  
1 2 5  
1 7 0  
D C + I R P V + T  
1 6 4 9  
D C + I R P V + T  
3 6 8 6  
M e a n  ' H -  
t h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  
( c p m )  
- -  -
D C + F L U + T  
2 6 0 9  
7 6 1  6  
D C + I R S V + T  
1 3 7 7  
D C + I R S V + T  
,  8 1 0 6  
P M A + a C D 3  
4 1  0 9 7  
P M A + a C D 3  -  
3 3 8 3 3  
P M A + a C D 3  
4 4 5 2 6  
1  8 0 9 2  
D C + S e P I V 5 6  I D C + U V  S e P I V 5 6  
5 7 8 7  
2 8 0 3  
3 5 1  0  
2 7 3 3  
B I B L I O G R A P H Y  
A b b a s ,  A . K . A . H . L . a . J . S . P .  ( 1 9 9 7 )  C e l l u l a r  A n d  M o l e c u l a r  I m m u n o l o g y .  W .  B .  
S a u n d e r s  C o m p a n y ,  P h i l a d e l p h i a ,  U S .  
A b e d ,  Y . ,  B o i v i n ,  G .  ( 2 0 0 6 )  T r e a t m e n t  o f  r e s p i r a t o r y  v i r u s  i n f e c t i o n s .  A n t i v i r a l  R e s  
1 4 ,  1 4 .  
A c c a p e z z a t o ,  D . ,  F r a n c a v i l l a ,  V . ,  P a r o l i ,  M . ,  C a s c i a r o ,  M . ,  C h i r c u ,  L . V . ,  C i v i d i n i ,  A . ,  
A b r i g n a n i ,  S . ,  M o n d e l l i ,  M . U . ,  B a r n a b a ,  V .  ( 2 0 0 4 )  H e p a t i c  e x p a n s i o n  o f  a  v i r u s -  
s p e c i f i c  r e g u l a t o r y  C D 8 ( + )  T  c e l l  p o p u l a t i o n  i n  c h r o n i c  h e p a t i t i s  C  v i r u s  i n f e c t i o n .  J  
C l i n  I n v e s t .  1 1 3 ,  9 6 3 - 7 2 .  
A k i r a ,  S . ,  T a k e d a ,  K . ,  K a i s h o ,  T .  ( 2 0 0 1 )  T o l l - l i k e  r e c e p t o r s :  c r i t i c a l  p r o t e i n s  l i n k i n g  
i n n a t e  a n d  a c q u i r e d  i m m u n i t y .  N a t  I m m u n o l .  2 , 6 7 5 - 8 0 .  
A k i r a ,  S . ,  T a k e d a ,  K .  ( 2 0 0 4 )  T o l l - l i k e  r e c e p t o r  s i g n a l l i n g .  N a t  R e v  I m m u n o l .  4 ,  4 9 9 -  
5 1 1 .  
A n d o n i o u ,  C . E . ,  v a n  D o r n r n e l e n ,  S . L . ,  V o i g t ,  V . ,  A n d r e w s ,  D . M . ,  B r i z a r d ,  G . ,  
A s s e l i n - P a t u r e l ,  C . ,  D e l a l e ,  T . ,  S t a c e y ,  K .  J . ,  T r i n c h i e r i ,  G . ,  D e g l i - E s p o s t i ,  M . A .  
( 2 0 0 5 )  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c o n v e n t i o n a l  d e n d r i t i c  c e l l s  a n d  n a t u r a l  k i l l e r  c e l l s  i s  
i n t e g r a l  t o  t h e  a c t i v a t i o n  o f  e f f e c t i v e  a n t i v i r a l  i m m u n i t y .  N a t  I m m u n o l .  6 ,  1  0  1  1  - 9 .  
E p u b  2 0 0 5  S e p  4 .  
A n d r e j e v a ,  J . ,  C h i l d s ,  K . S . ,  Y o u n g ,  D . F . ,  C a r l o s ,  T . S . ,  S t o c k ,  N . ,  G o o d b o u r n ,  S . ,  
R a n d a l l ,  R . E .  ( 2 0 0 4 )  T h e  V  p r o t e i n s  o f  p a r a m y x o v i r u s e s  b i n d  t h e  I F N - i n d u c i b l e  R N A  
h e l i c a s e ,  m d a - 5 ,  a n d  i n h i b i t  i t s  a c t i v a t i o n  o f  t h e  I F N - b e t a  p r o m o t e r .  P r o c  N a t l  A c a d  
S c i  U S  A .  1 0 1 ,  1 7 2 6 4 - 9 .  E p u b  2 0 0 4  N o v  2 4 .  
A n d r e w s ,  D . M . ,  A n d o n i o u ,  C . E . ,  G r a n u c c i ,  F . ,  R i c c i a r d i - C a s t a g n o l i ,  P . ,  D e g l i -  
E s p o s t i ,  M . A .  ( 2 0 0 1 )  I n f e c t i o n  o f  d e n d r i t i c  c e l l s  b y  m u r i n e  c y t o m e g a l o v i r u s  i n d u c e s  
f u n c t i o n a l  p a r a l y s i s .  N a t  I m m u n o l 2 ,  1 0 7 7 - 8 4 .  
A p p l e m a n ,  L . J . ,  B e r e z o v s k a y a ,  A . ,  G r a s s ,  I . ,  B o u s s i o t i s ,  V . A .  ( 2 0 0 0 )  C D 2 8  
c o s t i m u l a t i o n  m e d i a t e s  T  c e l l  e x p a n s i o n  v i a  I L - 2 - i n d e p e n d e n t  a n d  I L - 2 - d e p e n d e n t  
r e g u l a t i o n  o f  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n .  J  I m m u n o l .  1 6 4 ,  1 4 4 - 5  1 .  
A p p l e m a n ,  L . J . ,  B o u s s i o t i s ,  V . A .  ( 2 0 0 3 )  T  c e l l  a n e r g y  a n d  c o s t i m u l a t i o n .  I m m u n o l  
R e v .  1 9 2 ,  1 6 1 - 8 0 .  
A n n s t r o n g ,  G . L . ,  C o n n ,  L . A . ,  P i n n e r ,  R . W .  ( 1 9 9 9 )  T r e n d s  i n  i n f e c t i o u s  d i s e a s e  
m o r t a l i t y  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  d u r i n g  t h e  2 0 t h  c e n t u r y .  J a m a .  2 8 1 ,  6  1 - 6 .  
A r n o n ,  T . I . ,  A c h d o u t ,  H . ,  L i e b e r m a n ,  N . ,  G a z i t ,  R . ,  G o n e n - G r o s s ,  T . ,  K a t z ,  G . ,  B a r -  
I l a n ,  A . ,  B l o u s h t a i n ,  N . ,  L e v ,  M . ,  J o s e p h ,  A . ,  K e d a r ,  E . ,  P o r g a d o r ,  A . ,  M a n d e l b o i m ,  
0 .  ( 2 0 0 4 )  T h e  m e c h a n i s m s  c o n t r o l l i n g  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  t u m o r -  a n d  v i r u s - i n f e c t e d  
c e l l s  b y  N K p 4 6 .  B l o o d  1 0 3 , 6 6 4 - 7 2 .  E p u b  2 0 0 3  S e p  2 2 .  
A r t a v a n i s - T s a k o n a s ,  K . ,  T o n g r e n ,  J . E . ,  M e y ,  E . M .  ( 2 0 0 3 )  T h e  w a r  b e t w e e n  t h e  
m a l a r i a  p a r a s i t e  a n d  t h e  i m m u n e  s y s t e m :  i m m u n i t y ,  i r n m u n o r e g u l a t i o n  a n d  
i m m u n o p a t h o l o g y .  C l i n  E x p  I m m u n o l .  1 3 3 ,  1 4 5 - 5 2 .  
A r v i n ,  A . M . ,  G r e e n b e r g ,  H . B .  ( 2 0 0 6 )  N e w  v i r a l  v a c c i n e s .  V i r o l o g y .  3 4 4 , 2 4 0 - 9 .  
A s h k a r ,  A . A . ,  B a u e r ,  S . ,  M i t c h e l l ,  W .  J . ,  V i e i r a ,  J . ,  R o s e n t h a l ,  K . L .  ( 2 0 0 3 )  L o c a l  
d e l i v e r y  o f  C p G  o l i g o d e o x y n u c l e o t i d e s  i n d u c e s  r a p i d  c h a n g e s  i n  t h e  g e n i t a l  m u c o s a  
a n d  i n h i b i t s  r e p l i c a t i o n ,  b u t  n o t  e n t r y ,  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  2 .  J  V i r o l .  7 7 ,  
8 9 4 8 - 5 6 .  
B a n c h e r e a u ,  J . ,  S t e i n m a n ,  R . M .  ( 1  9 9 8 )  D e n d r i t i c  c e l l s  a n d  t h e  c o n t r o l  o f  i m m u n i t y .  
N a t u r e .  3 9 2 ,  2 4 5 - 5 2 .  
B a n c h e r e a u ,  J . ,  B r i e r e ,  F . ,  C a u x ,  C . ,  D a v o u s t ,  J . ,  L e b e c q u e ,  S . ,  L i u ,  Y . J . ,  P u l e n d r a n ,  
B . ,  P a l u c k a ,  K .  ( 2 0 0 0 )  I m m u n o b i o l o g y  o f  d e n d r i t i c  c e l l s .  A n n u  R e v  I m m u n o l .  1 8 ,  
7 6 7 - 8 1  1 .  
B a r c h e t ,  W . ,  C e l l a ,  M . ,  C o l o n n a ,  M .  ( 2 0 0 5 )  P l a s m a c y t o i d  d e n d r i t i c  c e l l s - - v i r u s  
e x p e r t s  o f  i n n a t e  i m m u n i t y .  S e m i n  I m m u n o l 1 7 ,  2 5 3 - 6 1 .  
B e l s h e ,  R . B . ,  H i s s o m ,  F . K .  ( 1  9 8 2 )  C o l d  a d a p t a t i o n  o f  p a r a i n f l u e n z a  v i r u s  t y p e  3  :  
i n d u c t i o n  o f  t h r e e  p h e n o t y p i c  m a r k e r s .  J  M e d  V i r o l .  1 0 ,  2 3 5 - 4 2 .  
B e r g m a n n ,  M . ,  G a r c i a - S a s t r e ,  A . ,  C a r n e r o ,  E . ,  P e h a m b e r g e r ,  H . ,  W o l f f ,  K . ,  P a l e s e ,  P . ,  
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